Untersuchung von Krebsstammzelleigenschaften im Prostatakarzinom und im Pankreaskarzinom by Labsch, Sabrina Daniela
  
 
 
Inauguraldissertation  
zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades 
   der Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultät 
der Ruprecht-Karls-Universität 
zu  
Heidelberg 
 
 
 
 
 
 
 
vorgelegt von 
Diplom-Bioingenieurin Sabrina Daniela Labsch 
geboren in Köln 
mündliche Prüfung: 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Untersuchung von 
Krebsstammzelleigenschaften 
im Prostatakarzinom und im 
Pankreaskarzinom 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gutachter: Frau PD. Dr. rer. nat. Karin Müller-Decker 
                          Frau Prof. Dr. rer. nat. Ingrid Herr 
  
 
 
 
 
Erklärung der Autorin 
 
Hiermit erkläre ich, dass die Arbeiten dieser Dissertation 
aus eigenständiger Leistung stammen. Arbeiten, die mit 
Unterstützung durchgeführt oder solche, die unter 
Zuhilfenahme anderer Informationsquellen durchgeführt 
wurden, sind gekennzeichnet. 
 
 
Unterschrift 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inhaltsverzeichnis 
 
Inhaltsverzeichnis 
INHALTSVERZEICHNIS ....................................................................................................... 7 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS ............................................................................................. 11 
1.1 ZUSAMMENFASSUNG ................................................................................................. 1 
1.2. SUMMARY ................................................................................................................. 2 
2. EINLEITUNG .................................................................................................................. 3 
2.1 Epidemiologie und Biologie der untersuchten Krebskrankheiten ............................................. 3 
2.1.1 Hormon-unabhängiges Prostatakarzinom .................................................................................................................. 3 
2.1.2 Duktales Adenokarzinom des Pankreas (PDA) ......................................................................................................... 3 
2.2 Entzündung, Krebsinitiation und Progression ............................................................................. 5 
2.3 Stammzellen im Tumormikroumfeld ............................................................................................. 5 
2.3.1 Allgemeine Definition von Stammzellen ....................................................................................................................... 5 
2.3.2 Mesenchymale Stammzellen im Tumormikroumfeld ............................................................................................. 6 
2.3.3 Krebsstammzellen .................................................................................................................................................................. 7 
2.3.4 Eigenschaften von Krebsstammzellen ........................................................................................................................... 8 
2.3.5 Herkunft von Krebsstammzellen ..................................................................................................................................... 8 
2.3.6 Identifizierung von Krebsstammzellen ......................................................................................................................... 9 
2.3.7 Krebsstammzellmarker in den untersuchten Tumorarten ................................................................................ 10 
2.3.8 Die Krebsstammzellnische ................................................................................................................................................ 11 
2.3.9 TRAIL-Resistenz in Krebsstammzellen ....................................................................................................................... 12 
2.4 Therapie von Krebsstammzellen ................................................................................................. 13 
2.4.1 Optionale Angriffspunkte von Krebsstammzellen ................................................................................................. 13 
2.4.2 Behandlung von Krebsstammzellen mit Phytochemikalien .............................................................................. 14 
2.4.3 Sulforaphan .............................................................................................................................................................................. 15 
2.4.4 Behandlung von Krebsstammzellen mit einer onkolytischen Adenoviren Therapie ............................. 16 
2.4.5 Primäre Xenograftmodelle zur Entwicklung von Krebsstammzelltherapien ............................................ 17 
2.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ........................................................................................... 19 
3. MATERIALIEN UND METHODEN................................................................................... 20 
Inhaltsverzeichnis 
 
3.1 Materialien ...................................................................................................................................... 20 
3.2 Zelllinien und Zellkultur ................................................................................................................ 27 
3.2.1 Etablierte Zelllinien und allgemeine Kultivierungsbedingungen .................................................................... 27 
3.2.2 Isolierung von humanen mesenchymalen Stammzellen ..................................................................................... 27 
3.2.3 Passagieren von adhärenten Zelllinien und Feststellung der Zelldichte ..................................................... 28 
3.2.4 Therapiestrategie: Kombinationsbehandlung mit Sulforaphan und TRAIL ............................................... 28 
3.2.5 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen ............................................................................................ 28 
3.2.6 Lentivirale eGFP-Markierung von MSZ ....................................................................................................................... 29 
3.3 Methoden zur Zellcharakterisierung in vitro............................................................................... 30 
3.3.1 Analyse der Zellzytotoxizität ........................................................................................................................................... 30 
3.3.2 Kristallviolettfärbung .......................................................................................................................................................... 30 
3.3.3 Durchflusszytometrie: Bestimmung der Apoptose mit der Annexin-V-Färbung ...................................... 30 
3.3.4 Durchflusszytometrie: Bestimmung der Aldehyd-Dehydrogenase1 Aktivität .......................................... 31 
3.3.5 Herstellung von MSZ-konditioniertem Medium ..................................................................................................... 31 
3.3.6 Wachstumsverhalten unter dem Einfluss von MSZ-vorkonditioniertem Medium .................................. 32 
3.3.7 Resistenzverhalten unter dem Einfluss von MSZ-konditioniertem Medium ............................................. 32 
3.3.8 Infektion von KSZ mit onkolytischen Adenoviren .................................................................................................. 32 
3.4 Analysen von Krebsstammzellcharakteristiken ......................................................................... 33 
3.4.1 Koloniebildungstest ............................................................................................................................................................. 33 
3.4.2 Sphäroidbildungstest .......................................................................................................................................................... 33 
3.4.3 Untersuchung des Differenzierungspotentials ........................................................................................................ 34 
3.5 Protein Analyse ............................................................................................................................. 35 
3.5.1 Nukleare-Proteinextraktion ............................................................................................................................................. 35 
3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Test ............................................................................... 36 
3.5.3 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) ............................................................................................................ 36 
3.5.4 Pluripotenter Stammzellen-Array ................................................................................................................................. 37 
3.6 Immunhistochemie ........................................................................................................................ 39 
3.6.1 Vorbereitung von Gefrierschnitten von primären Geweben und Xenografts ............................................ 39 
3.6.2 Immunfluoreszenzfärbung gefrorener Gewebeschnitte ..................................................................................... 40 
3.6.3 Trichromfärbung gefrorener Gewebeschnitte ......................................................................................................... 40 
3.6.4 DAB- und AEC-Färbung ...................................................................................................................................................... 40 
3.7 Xenograftmodelle in vivo .............................................................................................................. 41 
3.7.1 Primäres Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms ............................................................................................. 41 
3.7.2 Ko-Transplantationsmodell ............................................................................................................................................. 42 
3.7.4 Transplantation von Tumorzellen auf befruchtete Hühnereier ...................................................................... 43 
3.8 Statistische Auswertung .............................................................................................................. 44 
Inhaltsverzeichnis 
 
4.ERGEBNISSE ................................................................................................................. 45 
4.1 Untersuchung von Krebsstammzelleigenschaften nach einer Kombinationsbehandlung mit 
Sulforaphan und TRAIL im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom ......................................... 45 
4.1.1 Zytotoxische Wirkung von SF und TRAIL im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom .................... 45 
4.1.2 Einfluss von SF und TRAIL auf stammzellspezifische Teilungseigenschaften im hormon-
unabhängigen Prostatakarzinom .............................................................................................................................................. 48 
4.1.3 Wirkung der Kombinationsbehandlung auf stammzellrelevante Signalwege .......................................... 52 
4.1.4 Die Kombinationsbehandlung inhibiert die Tumorigenität in vivo ................................................................ 53 
4.1.5 Auswirkung einer Kombination aus Sulforaphan und einem TRAIL exprimierenden onkolytischen 
Adenovirus auf den Krebsstammzellcharakter .................................................................................................................. 54 
4.2 Beeinflussung von Krebsstammzellen im primären Xenograftmodell des duktalen 
Adenokarzinoms des Pankreas ......................................................................................................... 57 
4.2.1 Entwicklung, Anwachsrate und Wachstumseigenschaften im primären Xenograftmodell ................ 57 
4.2.3 Einfluss auf Krebsstammzellen ....................................................................................................................................... 60 
4.2.4 Einfluss auf die Latenz- und Tumorverdopplungszeiten der Xenografts .................................................... 62 
4.3 Untersuchung von Krebsstammzelleigenschaften unter dem Einfluss von mesenchymalen 
Stammzellen ......................................................................................................................................... 65 
4.3.1 Bestätigung der Pluripotenz von mesenchymalen Stammzellen .................................................................... 65 
4.3.2 Indirekter Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die Wachstumsgeschwindigkeit, die 
Viabilität und die Apoptose-Resistenz pankreatischer Tumorzelllinien in vitro ................................................. 66 
4.3.4 Direkter Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die Wachstumseigenschaften primärer 
pankreatischer Tumorzellen ....................................................................................................................................................... 68 
4.3.5 Wanderungsverhalten von MSZ im Ko-Transplantationsmodell .................................................................... 72 
4.3.6 Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die Expression von Proliferations-, 
Mesenchymalen- und Krebsstammzellmarker im primären Transplantationsmodell .................................... 73 
5. DISKUSSION ................................................................................................................ 76 
5.1 Eine Kombinationstherapie aus Sulforaphan und TRAIL eliminiert Krebsstammzellen im 
hormon-unabhängigen Prostatakarzinom ........................................................................................ 76 
5.2 Einfluss auf Krebsstammzelleigenschaften im primären Xenograftmodell des 
Pankreaskarzinoms ............................................................................................................................. 78 
5.2.1 Einfluss auf Krebsstammzelleigenschaften im primären Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms
 .................................................................................................................................................................................................................. 78 
5.2.2 Einfluss Mesenchymaler Stammzellen auf Krebsstammzellen im primären Xenograftmodell des 
Pankreaskarzinoms ......................................................................................................................................................................... 80 
5.3 Schlussfolgerung .......................................................................................................................... 82 
Inhaltsverzeichnis 
 
6. REFERENZEN ............................................................................................................... 83 
7. EIGENE WISSENSCHAFTLICHE PUBLIKATIONEN ............................................................ 88 
8. DANKSAGUNG ............................................................................................................ 89 
9. ANHANG ..................................................................................................................... 90 
 9.1 Anhang: Publikation zum Teil 1 der Dissertation ..................................................................... 90 
9. 2 Anhang: Immunhistologische Färbungen vom primären Xenograftmodell des duktalen 
Pankreaskarzinoms ........................................................................................................................... 101 
 
 
Abkürzungen 
 
Abkürzungsverzeichnis  
Abb. Abbildung 
ABC ATP-bindende Kassette 
adTR TRAIL-exprimierender Adenovirus 
AEC 3-Amino-9-ethylcarbazole 
AFP Alpha-1-Fetoprotein 
AK Antikörper 
ALDH  Aldehyd-Dehydrogenase 
AP-1 Aktivator Protein 1 (Transkriptionsfaktor) 
APAF1 Aktivierender-Faktor von Apoptotischen-
Proteasen  
APS Ammoniumperlsulfat 
(Ammoniumperoxodisulfat) 
AR Androgen-Rezeptor 
BCA Bicinchoninic acid (Bicinchoninsäure) 
Bmi-1 Polycomb ringfinger onkogene 
BSA Bovine serum albumin 
 (Rinderserumalbumin) 
Bzw. beziehungsweise 
CaCl2 Calciumchlorid 
CAM Chorioallantoismembran 
Casp Caspase 
CD Cluster of differntiation 
 (Differenzierungsantigen) 
cFLIP Cellular (FADD-like IL-1-converting 
enzyme) -inhibitory protein  
CXCR4 CXC-motive-Chemokinrezeptor 4 
DAB Diaminobenzidin 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
ddH20 deionisiertes Wasser 
DEAB Diethylaminobenzaldehyd 
dI / dC Poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic)acid 
sodium salt 
Diff. Differenzierung 
DISC Death inducing signaling complex (Todes 
induzierender Signalkomplex) 
Abkürzungen 
 
DMEM DULBECCOs Modified EAGLE Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DR Deathreceptor (Todesrezeptor) 
DTT Dithiothreitol 
E1A Early region 1A (frühe Ableseregion 1A im 
Replikationszyklus von Adenoviren) 
EDTA Ethylendiaminotetraessigsäure 
EMSA Elektromobility shift assay 
ESA Epithel-Spezifisches Antigen 
FADD Fas-Associated protein with death domain 
(Fas-Liganden Todesrezeptor Domäne) 
FITC Fluorescein isothiocyanate 
FoxA2 Forkhead-Box-Protein A2 
G Grade (Differenzierungsgrad von Tumoren) 
GEM Gemcitabin 
GFP Green fluorescent protein (Grün 
 fluoreszierendes-Protein 
GSC Homeobox protein goosecoid 
HBS Hepes buffered saline (Hepes-gepufferte-
Kochsalzlösung) 
hCG Humanes Choriongonadotropin 
hEGF Human epithelial growth factor (humaner 
epidermaler Wachstumsfaktor) 
HEPES N´-2-Hydroxyethylpiperazin-2-
ethansulfonsäure 
hFGF-b Fibroblast growth factor-basic (humaner 
elementarer Fibroblasten-Wachstumsfaktor) 
HGF Hepatocyte growth factor (Hepatozyten-
Wachstumsfaktor 
HIFs Hypoxie-induzierbare Faktoren 
HNF-3b Hepatozyten-nuklearer Faktor-3b 
IG Immunglobulin 
IGF-2 Insulin growth factor  
ILTR onkolytischer Adenovirus ohne TRAIL 
Expression (Kontrollvirus) 
KM MSZ-konditioniertes Medium 
KO Kontrolle 
KSZ Krebsstammzelle 
Abkürzungen 
 
Latenzz. Latenzzeit 
miRs Mikroribonukleinsäuren 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
MSZ Mesenchymale Stammzelle 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid 
NaCl Natriumchlorid 
NF-B nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 
activated B-cells 
NH-Medium Non-haematopoetic medium (nicht 
hämapoetisches Medium) 
NM Kontrollmedium (von Tumorzellen 
 konditioniert) 
NP-40 Nonylphenolethoxylat mit MO = 40 
Nr. Nummer 
Oct-3/4 Octamer binding transcription factor 3/4 
Otx2 Orthodenticle homeobox 2 
P (0-n) Passage (0-n) 
PBS Phosphate buffered saline (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlösung) 
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-
Kettenreaktion) 
PDA Duktales Adenokarzinom des Pankreas 
PDX1 Insulin promotor faktor 1 
pRB Retinoblastom-Protein 
PSA Prostata-spezifisches-Antigen 
Ref. Referenz 
RNA Ribonukleinsäure 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
SDF-1 / CXCL12 Stromaler Faktor-1 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
 (Natriumdodecylsulfat) 
SF Sulforaphan 
SHH Sonic-Hedgehog 
Sox 2/17 Sex-determining region Y (SRY)-Box2/17 
STAT3 Signalübertragungs- und Aktivierungsprotein 
der Transkription-3 
Abkürzungen 
 
Tab. Tabelle 
TAF Tumor-assoziierten-Makrophagen 
TAM Tumor-assoziierten-Myofibroblasten 
TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer 
TBS TRIS-gepufferte Kochsalzlösung 
TCID 50 Mittlere Gewebekultur-Infektionsdosis  
TGF- Transforming growth factor beta 
TNF Tumornekrosefaktor 
TNM Tumor-node-metastasis  
(Tumor-Klassifizierungssystem des 
American Joint Comites) 
Tumorverd. Tumorverdopplung 
TRAIL TNF-verbundener Apoptose-induzierender 
Ligand 
TRAIL-(R1–R4) TRAIL-Rezeptor 1 – 4 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
USA Vereinigte Staaten von Amerika 
UV Ultra Violett 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
(Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) 
VEGF-R2 Vascular Endothelial Growth Factor-
Receptor 2 
wt Wildtyp 
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein (X-
verbundener Inhibitor von apoptotischen 
Proteinen) 
  
 Einheiten 
 
% Prozent 
× g Schleuderziffer (Zentrifugalbeschleunigung 
in Bezug auf die Erdbeschleunigung) 
° C Celsius 
µg Mikrogramm 
µL Mikroliter 
µm Mikrometer 
µM Mikromol 
cm Zentimeter 
Abkürzungen 
 
cm2 Quadratzentimeter 
d Tag 
g Gramm 
kb Kilobase 
L Liter 
mA Milliampere 
Min Minute 
mL Milliliter 
mm Millimeter 
mm2 Quadratmillimeter 
mm3 Kubikmillimeter 
mmol Millimol 
mol Mol 
ng Nanogramm 
nm, nM Nanomol 
r Radius 
rpm Drehzahl der Zentrifuge 
RT Raumtemperatur 
Sek. Sekunde 
Std. Stunde 
ÜN Über Nacht 
V Volt 
v / v Volumen pro Volumen 
w / v Gewicht pro Volumen 
Wo Woche 
µmol Micromol 
µl Microliter 
IFU infectious unit 
  
  
  
 
 
 
 
Einleitung 
  1 
1.1 Zusammenfassung 
Das hormon-unabhängige Prostatakarzinom und das duktale Adenokarzinom des Pankreas 
stehen weit oben in der Krebssterberate und bis heute gibt es für beide Krankheiten keine 
effektive Behandlungsmöglichkeit. Eine potentielle Erklärung für das aggressive 
Erscheinungsbild beider Erkrankungen liefert die Krebsstammzellhypothese. Sie geht davon 
aus, dass die Initiation, die Progression und die Metastasenbildung in Tumoren von 
Krebsstammzellen (auch Tumor-initiierenden Zellen) gesteuert werden. Diese hoch 
tumorigenen Zellen besitzen eine starke Resistenz gegenüber konventionellen Behandlungen 
und therapeutische Misserfolge sind auf eine unvollständige Entfernung dieses Zelltyps 
zurückzuführen. Aus diesem Grund sind neue, auf Krebsstammzellen ausgerichtete 
Therapieansätze notwendig. In dieser Studie wurde im ersten Teil die Wirkung einer 
Behandlung mit Sulforaphan und TRAIL auf Krebstammzelleigenschaften im hormon-
unabhängigen Prostatakarzinom untersucht. Die Ergebnisse auf die Sphäroid- und die 
Koloniebildung, die stammzellrelevante Proteinexpression, das Differenzierungspotential und 
die Tumorigenität zeigten, dass mit einer TRAIL-Behandlung Tumorzellen mit Eigenschaften 
von Krebsstammzellen angereichert wurden. Dieser Effekt von TRAIL konnte mit einer 
zusätzlichen Sulforaphan Behandlung verhindert und zudem der hoch tumorigene Zelltyp 
signifikant reduziert werden. Im zweiten Teil dieser Studie wurde ein primäres Xenograftmodell 
vom duktalen Adenokarzinoms des Pankreas hergestellt, um den Einfluss des 
Tumormikroumfeldes auf Krebsstammzellen zu analysieren. Dabei wurde die Beeinflussung 
von mesenchymalen Stammzellen auf das Verhalten von Krebsstammzellen näher betrachtet. 
Die Ergebnisse zeigten, dass die Morphologien der Xenografts mit den Originaltumoren 
vergleichbar waren. Mit steigender Passage präsentierten die Xenografts ein aggressiveres 
Wachstumsverhalten und eine Selektion von Krebsstammzellen. Diese Selektion wurde durch 
eine Ko-Transplantation von mesenchymalen Stammzellen weiter verstärkt. Unterstützend 
dazu zeigten die Xenografts und die in vitro Versuche, dass mesenchymale Stammzellen die 
Proliferation, die epithelial-mesenchymale Transition, die Resistenz und Krebsstammzell-
Marker Expression von pankreatischen Tumorzellen förderten.  
Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Beeinflussungen von KSZ 
untersucht. Die Daten deuteten darauf hin, dass das Phytochemikal Sulforaphan 
Krebsstammzellen für eine TRAIL-Therapie sensibilisieren konnte. Zudem wurde in dem 
primären Xenograftmodell eine Selektion der Tumor-initiierenden Zellen beobachtet, die bei 
einer Anwesenheit von mesenchymalen Stammzellen im Tumormikroumfeld weiter verstärkt 
wurde. 
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1.2. Summary 
According to the National Cancer Statistic, the androgen independent prostate cancer and the 
ductal carcinoma of the pancreas have high mortality rates. Until now, there are no effective 
treatment options for both indications and recent data suggest that these tumors contain a 
subset of highly tumorigenic cells (also called cancer stem cells (CSCs) capable of initiating, 
progressing and distributing of tumor cells. For effective cancer therapy, they have to be 
eliminated. However, CSCs harbor a lot of resistance mechanisms making conventional 
cancer therapeutics ineffective. Therefore, new treatment strategies have to be developed 
specified on targeting CSCs. In the first part of this study, the effects of combined Sulforaphane 
and TRAIL treatment on CSC characteristics were evaluated. The results of the spheroid, 
colony and differentiation assays, of the CSC related protein expression and of cell 
transplantations on eggs showed that TRAIL treatment alone was ineffective and even 
selected highly resistant CSCs. In contrast, these cells were targeted by co-treatment with 
Sulforaphane and TRAIL. In the second part of this study, a primary xenograft mouse model 
of pancreatic ductal adenocarcinoma was generated to analyze the influences of tumor 
microenvironment and of mesenchymal stem cells on CSCs. The data indicated that the 
morphology of the patient tumors persists in the xenografts on mice. Additionally, with 
increasing passaging of patient tumors, the xenografts showed more aggressive growth 
behaviors and a higher percentage of CSC marker positive tumor cells. Because tumor growth 
and volumes were increased in xenografts co-transplanted with mesenchymal stem cells, it 
seems as if mesenchymal stem cells support tumor progression. Moreover, the staining of 
tumor tissues indicated that mesenchymal stem cells encouraged proliferation, epithelial-to-
mesenchymal transition, resistance and CSC marker expression in patient tumors xenografted 
on mice.  
In summary, this study analyzed different influences on CSCs. The results demonstrated that 
Sulforaphane sensitizes resistant CSCs for TRAIL therapy. It was also found that in a primary 
xenograft model of pancreatic patient tumors CSCs were selected with increasing passages. 
This selection was pronounced when mesenchymal stem cells were present in the 
microenvironment. 
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2. Einleitung 
2.1 Epidemiologie und Biologie der untersuchten Krebskrankheiten  
2.1.1 Hormon-unabhängiges Prostatakarzinom 
Prostatakrebs ist die am häufigsten diagnostizierte und zweithäufigste zum Tode führende 
Krebsart der Männer in der westlichen Welt. Die geschätzte Inzidenz für 2013 lag in den USA 
bei 238.590 Fällen. Obwohl die Prognose im frühen lokalisierten Tumorstadium gut ist, starben 
im Jahr 2013 in den USA 29.720 Männer an der fortgeschrittenen Krankheitsform, dem 
hormon-unabhängigen Prostatakarzinom (auch Androgen-unabhängiges Prostatakarzinom 
oder kastrationsresistentes Prostatakarzinom genannt) [1]. Es ist nicht ungewöhnlich, dass die 
klinische Diagnose dieser Krebsart mit dem Alter korreliert, denn die aktuelle Wissenschaft 
vermutet, dass Prostatatumore nach dem Mehrstufen-Modell entstehen. Fünfundneunzig 
Prozent dieser Tumore sind Adenokarzinome und entstehen aus einer intraepithelialen 
Neoplasie in den sekretorischen Epithelzellen. Eine bekannte Auffälligkeit in Prostatatumoren 
ist, dass sich die heterogene Zellkomposition im Verlauf der Tumorprogression verändert. So 
sind in frühen, lokalisierten Tumoren vorwiegend differenzierte, glanduläre Zellstrukturen 
sichtbar. Außerdem exprimieren die Tumorzellen in diesem Stadium das Prostata-spezifische-
Antigen (PSA) und den Androgen-Rezeptor (AR). Schreitet die Tumorprogression jedoch 
voran, treten verstärkt undifferenzierte, androgen-unabhängige Zellen auf, die kein PSA mehr 
exprimieren [2]. 
Die stark erhöhte Expression des PSA im frühen Krankheitsstadium, nutzt die Medizin im PSA-
Screening als Früherkennungsmaßnahme. Durch diese Maßnahme werden viele Tumore 
schon früh erkannt und behandelt. Dabei wird zur Entfernung der Tumorzellen vorrangig eine 
radikale Prostataktomie oder Radiotherapie, in der Kombination mit einer Hormon-
Ablationstherapie, verwendet.  
Dennoch schreitet die Tumorentwicklung in einigen Patienten weiter voran, so dass sich das 
hormon-unabhängige Prostatakarzinom ausbildet. Bis heute gibt es für diese Form des 
Prostatakrebses keine effektive Behandlungsmethode und grundsätzlich ist diese Erkrankung 
auch von der Progression, der Metastasierung und dem Tod des Patienten geprägt [3].  
 
2.1.2 Duktales Adenokarzinom des Pankreas (PDA) 
Das PDA ist eine der aggressivsten Tumorerkrankungen und die vierthäufigste krebsbedingte 
Todesursache weltweit. Die Anzahl an 45.220 Inzidenzen unterscheidet sich nur wenig von 
der Anzahl an 38.460 Sterbefällen in den USA [1]. In den meisten Patienten wird das PDA erst 
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spät diagnostiziert, denn der Pankreas liegt versteckt im Körper, und es gibt nur wenige 
Symptome im Anfangsstadium. Aus diesem Grund sind zum Zeitpunkt der Diagnose die 
meisten Tumore bereits vorangeschritten und metastasiert und dies ist eine Ursache für die 
schlechte Prognose und eine Überlebensrate von < 5 %. Die bekannten Risikofaktoren für 
Pankreaskrebs sind übermäßiger Tabak- und Alkoholkonsum, die Einnahme von Aspirin, 
Diabetes mellitus und ein ungesunde Ernährungsweise [4]. In der heutigen Wissenschaft wird 
angenommen, dass Pankreastumore in einer Mehrstufenkarzinogenese entstehen. In deren 
Verlauf kommt es zu typischen genetischen Veränderungen in den Zellen, wie die Aktivierung 
des K-ras Genes und Mutationen in den Tumor-Suppressorgenen p16, p53 und DPC4. Da die 
meisten Pankreaskarzinome aus den sekretorischen Epithelzellen im Pankreaskopf 
entstehen, werden sie als duktale Adenokarzinome des Pankreas (PDA) klassifizierte. Vom 
Pankreaskopf aus infiltrieren die Tumorzellen in die umliegenden Gewebe, wie Lymphgefäße, 
Milz und Bauchhöhle, oder metastasieren in die Leber und Lunge. Eine besondere Auffälligkeit 
in der Morphologie des PDA sind regionale Unterschiede in der Histologie, im Tumorgrad und 
im Differenzierungsstadium [5]. Ein weiteres Merkmal ist, dass in fast allen Tumoren eine 
dichte stromale Matrix gebildet wird, die als desmoplastische Reaktion bezeichnet wird. Bei 
der Tumorentnahme werden Pankreastumoren zum einen nach dem Differenzierungsgrad 
und nach dem TNM-System („Tumor node metastasis system“) des „American Joint 
Committee“ beurteilt [6]. Dabei wird die Mehrheit der PDA als gut (G1) oder mäßig differenziert 
(G2) eingeteilt. Gut differenzierte Pankreaskarzinome bestehen aus großen, drüsenartigen 
Strukturen mit neoplastischen Gängen mittlerer Größe. Mäßig differenzierte 
Pankreaskarzinome zeigen dagegen eine Mischung mittelgroßer, drüsenartiger und tubulärer 
Strukturen mit unterschiedlichen Formen und unvollständig geformten Gängen. Das mäßig 
differenzierte Karzinom hat entgegen dem gut differenzierten Karzinom eine größere Variation 
in der Größe der Zellkerne und in der Chromatinstruktur sowie im Erscheinungsbild der 
Zellkerne. Undifferenzierte duktale Karzinome treten nur selten auf. Sie bestehen aus dicht 
gepackten schmalen unregelmäßigen Gängen, Zellhaufen und Zellnestern, ohne die typischen 
drüsenartigen Strukturen und intraduktalen Tumorkomponenten 
(http://www.iarc.fr/en/publications). In dem TNM-System wird darüber hinaus die Ausbreitung 
des primären Tumors (T), der Befall von Lymphknoten und die die Anwesenheit von 
Metastasen (M) festgestellt. 
Nach der Diagnose ist die vorrangige Therapie bei Patienten mit einem operablen 
Pankreastumor die chirurgische Entfernung, oftmals mit anschließender Chemo- oder mit der 
Chemoradiotherapie. Hingegen werden Patienten mit nicht operablen Tumoren meist rein 
palliativ, gegebenenfalls in Kombination mit einer Chemo- oder mit der Chemoradiotherapie 
behandelt. Das Standard-Chemotherapeutikum dabei ist Gemcitabin (GEM) eventuell in 
Kombination mit weiteren Chemotherapeutika. Trotz intensiver Therapie beträgt das mittlere 
Überleben der Patienten nur 9 – 10 Monate [4]. 
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2.2 Entzündung, Krebsinitiation und Progression 
Die Idee, dass die Krebsentstehung mit einer Entzündungsreaktion gekoppelt ist, geht auf den 
Begründer der modernen Pathologie Virchow zurück. Er stellte fest, dass Reizstoffe 
zusammen mit einer Gewebeverletzung und andauernden Entzündung eine anhaltende 
verstärkte Zellproliferation verursachen [7].  
Aus physiologischer Sicht ist eine Entzündung ein Prozess, der als Antwort auf eine 
Gewebeverletzung, eine Infektion oder nach Kontakt mit chemischen Reizstoffen in Gang 
gesetzt wird. Bleibt die Schädigung erhalten, entsteht eine Chronifizierung der Entzündung, 
die epidemiologischen Studien zufolge das Risiko einer Krebsentstehung erhöht [7]. Zudem 
deuten aktuelle Erkenntnisse darauf hin, dass Entzündungsprozesse nicht nur in der Initiation, 
sondern auch in der Progression eines Tumors mitwirken [8, 9]. Kurz nach dem Beginn einer 
Entzündung wandern unter anderem Immunzellen in das Mikroumfeld der Verletzung ein. Sie 
kommunizieren vor Ort mit den geschädigten Zellen und bekämpfen die Entzündung mit der 
Produktion von Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Prostaglandinen und reaktiven 
Nitrogen- und Sauerstoffmolekülen [10]. Kommt es jedoch zu einer Chronifizierung, so 
begünstigen die Nitrogen- und Sauerstoffmoleküle Mutationen in den geschädigten Zellen. 
Hinzu kommt es, dass der erhöhte Level an Wachstumsfaktoren die Proliferation in den 
entarteten Zellen fördert und zeitgleich ihre Apoptose hemmt. Dies führt zu einer Vermehrung 
der mutierten Zellen und es bildet sich eine Krebsgeschwulst. Darüber hinaus induzieren die 
von den Immunzellen ausgesonderten Entzündungsstimuli tumorrelevante Gene in den 
entarteten Zellen und unterstützen damit die Tumorinitiation und die Progression.  
Außerdem wird in der aktuellen Forschung angenommen, dass vom Tumor ausgesonderte 
Entzündungssignale in der Einnistung von metastasierenden Zellen beteiligt sind und bereits 
vor der Ankunft der metastasierenden Zellen am Einnistungsort eine pro-metastatische Nische 
ausgebildet haben [9]. Schlussfolgernd kann angenommen werden, dass die Entzündung die 
Tumorentwicklung in allen Stadien unterstützt. 
2.3 Stammzellen im Tumormikroumfeld 
2.3.1 Allgemeine Definition von Stammzellen 
Stammzellen werden als Zellen definiert, die das Potential haben, sich sowohl selbst zu 
erneuern als auch differenzierte Tochterzellen bilden zu können. Dadurch sind Stammzellen 
in der Lage alle unterschiedlichen Gewebezellen des Körpers herzustellen. Das 
Stammzellkonzept wurde von den Wissenschaftlern Till und McCulloch aufgestellt. Sie 
beobachteten, dass eine Subpopulation von Knochenmarkzellen bei einer Transplantation in 
Mäusen Kolonien bildeten, die aus Klonen ihrer selbst und aus myeloiden Zellen bestanden 
[11]. Heute ist bekannt, dass die stetige Selbsterneuerung der Stammzelle die Voraussetzung 
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für den Erhalt des Organismus ist. Dabei ist die Balance zwischen der Selbsterneuerung und 
der Differenzierung der wichtigste regulatorische Faktor in ihrer Biologie. 
Nach den heutigen Erkenntnissen wird angenommen, dass die Zellen in den Organen in einem 
hierarischen System angeordnet sind. An der Spitze des Systems steht eine „Langzeit-
repopulierende“ Stammzelle, die bei einer Teilung unter Differenzierung eine „Kurzzeit-
repopulierende“ Tochterstammzelle bildet. Diese wiederum generiert bei einer Teilung unter 
Differenzierung eine multipotente Progenitorzelle. Die Progenitorzelle kann sich nicht mehr 
selbst erneuern, bildet jedoch durch eine weitere Ausdifferenzierung alle benötigte Zelltypen 
für die Gewebefunktion. Zusammengefasst besitzt also nur die Stammzelle an der Spitze eine 
unbegrenzte Lebensdauer und das Leben aller Tochterzellen ist zeitlich limitiert [12]. 
2.3.2 Mesenchymale Stammzellen im Tumormikroumfeld 
Mesenchymale Stammzellen (MSZ) spielen eine bedeutende Rolle in der Gewebehomöostase 
und Wundheilung. Kommt es zu einer Zellschädigung, werden von den Zellen 
Entzündungsfaktoren abgesondert, die MSZ anlocken. Vor Ort übernehmen MSZ die Aufgabe 
der Gewebeerneuerung und sekretieren stimulierende Faktoren für den Reparaturprozess 
[13]. Verschiedene Studien zeigten, dass MSZ das Potential haben, nach einer systemischen 
oder lokalen Applikation in die Tumorumgebung abzuwandern. Darüber hinaus wird 
angenommen, dass sie sich im Tumor ähnlich verhalten wie sie es in einer Gewebereparatur 
tun. Die Differenzierung von eingewanderten MSZ zu Tumor-assoziierten-Fibroblasten und 
Tumor-assoziierten-Myofibroblasten spielt dabei im Tumor-fördernden Stroma eine 
wesentliche Rolle. Aktuelle Forschungsergebnisse konnten nachweisen, dass Tumor-
assoziierte-Fibroblasten im Tumor zu Matrix generierenden und degenerierenden Zellen, 
kontraktilen Gewebezellen und Blutgefäß-assoziierten Zellen differenzierten und durch die 
Ausschüttung von Wachstumsfaktoren die Angiogenese und die Zellproliferation anregten. 
Des Weiteren förderten die von den Tumor-assoziierten-Fibroblasten ausgesonderte Zytokine 
das aggressive Tumorverhalten und die Metastasierung [14]. Die Anwesenheit von Tumor-
assoziierten-Myofibroblasten im Tumormikroumfeld unterstützte eine epithelial-
mesenchymale Transition und das aggressive Profil von pankreatischen Tumorzellen [15]. 
Den MSZ wird darüber hinaus im Sarkoma eine Tumor-initiierende Rolle zugeschrieben, da 
diese Krebsart im mesenchymalen Gewebe entspringt und die MSZ eine starke Ähnlichkeit zu 
den Tumorzellen besitzen.  
Auf der anderen Seite zeigten unterschiedlich Studien, dass der Tumortropismus von MSZ zu 
therapeutischen Zwecken in verschiedenen Krebsarten eingesetzt werden kann. Vorteile der 
Verwendung von MSZ als zelluläre Vehikel in der Gentherapie sind, dass sie sich leicht 
isolieren lassen und in vitro expandierbar sind. Des Weiteren sind MSZ leicht zu manipulieren 
und auf Grund der geringen Antigene-Expression bevorzugt in vivo einsetzbar.  
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2.3.3 Krebsstammzellen  
Die Hypothese, dass die Tumorentwicklung von einer kleinen Population von 
Krebsstammzellen initiiert wird, findet heute immer mehr Zuspruch in der Wissenschaft. Die 
Hypothese enstand in den 1990er Jahren, als John Dick bei der akuten Leukämie die Existenz 
von Tumor-initiierenden Zellen und nicht Tumor-initiierenden Zellen nachweisen konnte [16]. 
In den folgenden Jahren wurden vergleichbare Zellunterschiede auch bei soliden Tumoren 
erkannt [12]. Da die Tumor-initiierenden Zellen sowohl Eigenschaften von Krebs- als auch von 
Stammzellen hatten, wurden sie als Krebsstammzellen (KSZ) bezeichnet. In der 
Krebsstammzellhypothese wird davon ausgegangen, dass die Tumore wie ein Organ 
aufgebaut sind. Dabei sind die Tumorzellen in einem hierarischen System angeordnet, in dem 
die zelluläre Heterogenität durch Differenzierungen entsteht. In dem System nimmt die KSZ 
die bedeutenste Stellung an der Spitze ein und hat das Potential, sich sowohl symmetrisch als 
auch asymmetrisch zu teilen. Dadurch kann sie zum einen Klone ihrer selbst und zum anderen 
differenzierte Nachkommen bilden. Entgegen der KSZ besitzen die differenzierten 
Tumorzellen nur eine terminierte Lebendauer und können lediglich weiteren identischen 
Tumorzellen bilden (Abb. 1b). Mit dieser Annahme wiederspricht die 
Krebsstammzellhypothese dem stochastischen Tumormodel (Abb. 1a). Dieses Modell geht 
davon aus, dass Tumore aus einer Masse von proliferierenden Zellen mit gleichen 
Eigenschaften geformt werden und jede Krebszelle einen neuen Tumor bilden kann. Die 
Heterogenität in den Tumorzellen wird in dieser Hypothese auf Mutationen, Einflüsse aus dem 
Mikroumfeld und einer Selektion der am besten angepassten Zellen zurückgeführt [17]. 
 
 
Abb. 1: Stochastisches Tumormodell und Krebsstammzellmodell 
Reya et al. 2001 
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Es gibt zwei anerkannte Modelle, die versuchen die zelluläre Heterogenität in den Tumoren zu erklären 
a) Das stochastische Tumormodell geht davon aus, dass Krebsgeschwulste aus einer Masse von Zellen 
gebildet werden, die untereinander gleiche Eigenschaften besitzen. Die Mehrheit der Zellen kann einen 
neuen Tumor bilden. Die zellulären Unterschiede entstehen durch Mutationen und Umwelteinflüsse. b) 
Die Krebsstammzellhypothese geht davon aus, dass nur eine Tumorzelle mit Stammzellcharakter ein 
Tumorwachstum initiieren kann. Diese KSZ kann sich entweder unter Selbsterneuerung oder unter 
Differenzierung teilen und damit alle heterogenen Zelltypen im Tumor bilden [12]. 
2.3.4 Eigenschaften von Krebsstammzellen 
Krebsstammzellen sind in vielerlei Hinsicht mit normalen Stammzellen vergleichbar. 
Definierend für beide Zelltypen ist das Potential, sich unter Selbsterneuerung und 
Differenzierung teilen zu können. Dadurch können sie alle heterogenen Zelltypen des 
Gewebes herstellen und in einer einzelnen Zellzahl einen kompletten Tumoraufbau 
generieren. Anders als bei normalen Stammzellen, sind Signalwege der Selbsterneuerung, 
wie der Wnt-, der Hedgehog- und der Notch-Signalweg, in KSZ entartet. Dies führt zu einem 
unkontrollierten Wachstum und zur Störung der Gewebehomöostase. Des Weiteren sind eine 
Vielzahl von Schutzmechanismen, wie die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH), verschiedene 
Multi-Drug-Transporter, DNA-Reparatur-Mechanismen und die Expression von anti-
apoptotischen Proteinen, in KSZ hoch-aktiv. Die aufgeführten Schutzmechanismen führen zu 
einer Therapieresistenz der KSZ gegenüber der konventionellen Chemo- und 
Strahlentherapie. Ein weiterer schützender Faktor ist die potentielle Ruhephase, in der KSZ 
verweilen können. In der Ruhephase können KSZ nur wenig von den konventionellen, auf die 
Proliferation ausgerichteten, Krebstherapien angegriffen werden [18]. Eine weitere 
Eigenschaft von KSZ ist es, eine epithelial-mesenchymale Transition einzugehen und dadurch 
einen fibroblastären Phänotyp anzunehmen. Dies ermöglicht den KSZ eine Invasion in 
umliegende Gewebe, die Migration im Körper und nach einer umkehrenden mesenchymal-
epithelialen Transition die Initiierung einer Metastase in einer anderen Körperregion [19]. 
 
2.3.5 Herkunft von Krebsstammzellen 
Bis heute ist der genaue Ursprung von Krebsstammzellen noch nicht aufgeklärt, aber es gibt 
verschiedene Hypothesen zu ihrer Entstehung (Abb. 2) [18]. Die erste Hypothese geht davon 
aus, dass KSZ von adulten Stammzellen abstammen. Diese Idee wird durch die Tatsache 
unterstützt, dass Gewebe bereits vor der Tumorbildung adulte Stammzellen beinhalten. 
Außerdem ist die Akkumulation von Mutationen in der Karzinogenese in langlebigen Zellen 
wahrscheinlicher, als in Zellen mit kurzer Lebensdauer. Darüber hinaus stimmen verschiedene 
KSZ-Charakteristiken mit denen von Stammzellen überein. Die zweite Hypothese geht davon 
aus, dass KSZ aus mutierten Progenitorzellen entstehen.  Eine Voraussetzung dafür ist, dass 
diese das Selbsterneuerungspotential und weitere KSZ-Eigenschaften erlangten. Eine dritte 
Herkunftsmöglichkeit von KSZ sind Zellen, die Ähnlichkeiten zu embryonalen Stammzellen 
besitzen und noch von der Ontogenese im Gewebe zurückgeblieben sind. Die letzte 
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Hypothese geht davon aus, dass differenzierte Zellen durch Mutationen zu KSZ umgewandelt 
werden. 
 
 
 
Abb. 2: Herkunft von Krebsstammzellen 
 Dargestellt sind vier mögliche Zellarten, die als potentielle Vorläuferzellen von KSZ gelten: 1) adulte 
Stammzellen 2) Progenitorzelle 3) embryonale Stammzellen und 4) differenzierte Zellen [18]. 
 
2.3.6 Identifizierung von Krebsstammzellen 
Im Verlauf der letzten Jahre sind eine Vielzahl von Testmethoden zur Identifizierung von KSZ 
entwickelt worden. Einer der bedeutendsten Nachweise von KSZ ist die Transplantation von 
selektionierten Zellpopulationen in immundefiziente Mäuse. Krebsstammzellen können bei 
einer Transplantation von nur 100 Zellen ein Tumorwachstum initiieren [20]. 
Eine weitere Identifizierungsmöglichkeit ist die Immuntypisierung über Oberflächenantigene. 
In der Vergangenheit wurde eine Anzahl von Markern mit KSZ in Verbindung gebracht, jedoch 
wird keiner davon ausschließlich auf KSZ exprimiert und die Expression zwischen den 
Tumorarten ist unterschiedlich. Es gibt Krebsstammzellmarker, die für eine Vielzahl von 
Tumoren gelten, darunter CD44, CD24, CD133, EpCAM und das Epithel-Spezifische Antigen. 
Darüber hinaus können stammzellverbundene Entgiftungsmechanismen, wie die Messung 
von ALDH1 und Multi-Drug-Transporter, zur Bestimmung von KSZ herangezogen werden [21, 
22]. Eine weitere Möglichkeit, um KSZ zu erkennen und zeitgleich anzureichern, ist die 
Sphäroide-Kultivierung. Unter den gegebenen Bedingungen können nur Zellen mit 
Selbsterneuerungspotential Sphäroide generieren [23]. Ein anderes Verfahren, um KSZ zu 
Soltanian et al., 2011 
Einleitung 
  10 
identifizieren, ist die Differenzierung zu Adipozyten und Osteoblasten. Mit diesem Test werden 
standardmäßig MSZ auf ihre Pluripotenz untersucht. Studien zeigen, dass dieser Test auch 
zur Identifikation von KSZ anwendbar ist [24]. 
 
2.3.7 Krebsstammzellmarker in den untersuchten Tumorarten 
Beide Tumorarten besitzen eine schlechte Heilungsprognose und sind gekennzeichnet von 
einem aggressiven Verlauf ohne effektive Therapiemöglichkeiten. Die Ursache dieses 
Erscheinungsbildes könnte in der Anwesenheit von KSZ liegen, die in beiden Tumorarten 
identifiziert wurden. Im folgenden Abschnitt sind bekannte KSZ-Marker für beide Karzinome 
aufgelistet: 
 
 Krebsstammzellmarker im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom 
- CD44+ 21Integrinhoch CD133+ 
In primären Androgenrezeptor-negativen (AR-) Prostata-Krebszellen zeigte die Zellpopulation 
mit dem Stammzellprofil CD44+ 21IntegrinhochCD133+ das höchste Proliferations- und 
Selbsterneuerungspotential und konnten in AR- und in AR+ differenzieren. Weitere Studien 
brachten die Expression von CD44 mit einem stark tumorigenen, metastasierenden und 
stammzellähnlichen Phänotyp in Verbindung [25, 26]. 
- CD44+CD24- 
Prostatakrebszellen mit diesen Oberflächenmarkern konnten Sphäroide und Kolonien bilden 
und initiierten ein Tumorwachstum bei einer Injektion von nur 100 Zellen [27]. 
- CD133+ 
Im Prostatakarzinom zeigten CD133+ Zellen ein stark tumorigenes und proliferierendes Profil 
und konnten sich sowohl selbsterneuern als auch differenzieren [28]. 
- ALDH1-Aktivität 
Im Prostatakarzinom korrelierte eine starke ALDH1-Expression mit einer schlechten 
Prognose. Zellen mit hoher ALDH1-Aktivität zeigten eine verstärkte Proliferation, 
Tumorigenität und Metastasierung in vivo [29]. 
- TRA-1-60+CD151+CD166+ 
Zellen mit dieser Marker-Konstellation hatten eine deutlich höhere Kapazität, Sphäroide in vitro 
zu bilden, konnten in vivo Tumore formen und die zelluläre Hierarchie des Herkunftstumors 
wiederspiegeln[30]. 
- AR- 
Normale Stammzellen im Prostatakarzinom sind Androgenrezeptor negativ (AR-). 
Verschiedene Studien belegen, dass auch KSZ AR- sind und in AR- und AR+ Zellen 
differenzieren können [25]. 
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- PSA- 
Prostata-spezifisches Antigen negativ (PSA-) Zellen präsentierten in Studien ein stark 
tumorigenes und klonogenes Potential und ein stammzellähnliches Gen-Expressionsprofil 
[31]. 
 
 Krebsstammzellmarker im Pankreaskarzinom 
- CD44+CD24+ESA+ 
Zellen mit dem Markerprofil CD44+CD24+ESA+ wurden 2007 als Krebsstammzellen von Li et 
al. identifiziert. Der Anteil der Zellen mit diesem Profil betrug 0,2 – 0,8 % der gesamten 
Zellpopulation. Zellen mit diesen Markern waren stark tumorigen, bildeten Xenografts mit den 
gleichen histologischen Eigenschaften wie die ursprünglichen Patiententumore und konnten 
sowohl in Marker-positive als auch Marker-negative Zellen differenzieren [32].  
- CD133+ 
Zellen mit dem Marker CD133+ wurden frisch aus dem Tumor isoliert und konnten in einer 
Zellzahl von 5 x 102 Zellen Tumore bilden. Hingegen zeigten CD133--Zellen in einer Zellzahl 
von 1 x 106 keine Tumorbildung [33].  
- CXCR4+ 
Studien zeigten, dass CXCR4+-Zellen sich am invasiven Rand des Tumors sammelten und 
CD133+CXCR4+-Zellen ein verstärktes metastatisches Potential besaßen. CXCR4 ist der 
Chemokinrezeptor für den stromalen Faktor (SDF-1 / CXCL12) und bedeutsam für das 
Wanderungsverhalten von MSZ aus dem Knochenmark [32]. 
- ALDH1+ 
Eine hohe ALDH1-Aktivität wird mit einem KSZ-Phänotyp und Resistenz gegenüber 
Chemotherapeutika in Zusammenhang gebracht [32]. 
- c-Met+ 
C-Met+-Zellen bildeten Sphäroide und initiierten bereits in einer Zellzahl von 100 Zellen ein 
Tumorwachstum. C-Met ist ein Mitglied der Tyrosinkinasen-Familie und wurde als Proto-
Onkogen identifiziert. Der natürliche Ligand von c-Met ist der Hepatozyten-Wachstumsfaktor 
(HGF), der eine Vielzahl von biologischen Aktivitäten in Krebszellen reguliert, darunter die 
Zellbeweglichkeit, die Invasion und Metastasierung [34]. 
 
2.3.8 Die Krebsstammzellnische 
 Die normale Stammzellnische ist eine spezialisierte Mikroumgebung im Gewebe, die den 
Stammzellcharakter, die Proliferation und die Apoptose-Resistenz von Stammzellen reguliert. 
Es gibt Hinweise, dass auch KSZ sich in einer vergleichbaren Umgebung aufhalten, die als 
KSZ-Nische bezeichnet wird [35, 36]. Dabei wird davon ausgegangen, dass sich die KSZ-
Nische aus einer komplexen Architektur von verschiedenen Stromazellen, einer 
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extrazellulären Matrix und löslichen Faktoren zusammensetzt. Diese löslichen Faktoren 
beinhalten Wachstumsfaktoren, Zytokine und kleine RNAs, die notwendig für die 
Zellversorgung, Tumorgenese und Metastasierung sind. Die zelluläre Zusammensetzung der 
Nische wird von den KSZ in einer dynamischen Interaktion mit den Stroma-Zellen modifiziert. 
Dadurch können KSZ sich ein Umfeld schaffen, das ihr Überleben, ihr Wachstum und ihre 
Invasion unterstützt. Als Antwort darauf regulieren die Zellen im Tumormikroumfeld das 
biochemische Leben der KSZ und steuern bei den KSZ die zelluläre Differenzierung, die 
Plastizität, die Invasion und die Migration. Außerdem vermuten neuste Erkenntnisse, dass die 
Zellen in der Primärnische aktiv an der Gestaltung einer Sekundärnische beteiligt sind, in der 
sich wandernde Tumorzellen niederlassen und einen neuen Tumoraufbau initiieren können 
[31].  
2.3.9 TRAIL-Resistenz in Krebsstammzellen 
Der Tumornekrosefaktor-verbundener Apoptose induzierenden Ligand (TRAIL) ist ein Mitglied 
der TNF-Familie und ein vielversprechendes neues Medikament in der Krebstherapie. 
Forschungsergebnisse zeigen, dass TRAIL spezifisch die Apoptose in malignen Zellen 
induziert, ohne normale Zellen zu schädigen [37]. Bindet TRAIL an die Todesrezeptoren DR4 
und DR5, wird zuerst die intrazelluläre FADD-Domäne der Rezeptoren aktiviert, gefolgt von 
einer Kaskade von Pro-Caspasen. Diese leiten den apoptotischen Zellabbau ein. Trotz 
vielversprechender Erfolge reagieren 20 % der Tumorzellen resistent auf eine TRAIL-
Behandlung oder gewinnen diese im Verlauf der Tumorprogression hinzu. Aktuelle Studien 
deuten darauf hin, dass KSZ immun gegenüber TRAIL sind. Als mögliche Ursachen wurden 
unter anderem, eine unzureichende Expression von DR4 und DR5, ein niedriges Caspase-8-
Level oder ein hohes Level des Caspasen-Inhibitors FLIP in den Zellen erkannt [38]. 
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 2.4 Therapie von Krebsstammzellen 
2.4.1 Optionale Angriffspunkte von Krebsstammzellen 
Das herkömmliche Angriffsziel von Krebstherapien ist die Zellproliferation und damit die Masse 
an differenzierten, sich oft teilenden Zellen. Krebsstammzellen werden auf Grund ihrer 
Charakteristika dabei nur unzureichend eliminiert. Dies ist fatal, denn nach einer anfänglichen 
Verkleinerung des Tumors können einzelne KSZ einen neuen Tumoraufbau  
Abb. 3: Konventionelle und auf Krebsstammzellen ausgerichtete Therapien: Konventionelle 
Krebstherapeutika sind auf Krebszellen mit hoher Teilungsrate ausgerichtet. Trotz Reduktion des 
Tumorvolumens werden Krebsstammzellen nur unzureichend angegriffen. Bleiben sie nach der 
Therapie zurück, können sie ein neues Tumorwachstum initiieren. Werden KSZ jedoch gezielt eliminiert, 
verliert der Tumor die Fähigkeit, seinen Wachstum und Progression weiter zu erhalten. Dies würde zu 
einer Heilung des Patienten führen [12].  
initiieren. Würde eine Therapie jedoch gezielt KSZ aussondern, so verliert der Tumor die 
Möglichkeit zur Progression, Rezidiventwicklung und Metastasierung. Dies würde langfristig 
zu einem Absterben des Tumors und damit zur Heilung des Patienten führen (Abb. 3) [21]. 
In den letzten Jahren wurden verschiedene therapeutische Ansätze entwickelt, mit der 
Absicht, gezielt KSZ anzugreifen (Abb. 4). Mögliche Angriffspunkte von KSZ sind entweder 
auf direktem Weg, über die Interferenz von Therapeutika mit Oberflächenmarkern, 
Signalwegen oder ABC-Transportern oder auf indirekten Weg, durch eine Veränderung der 
Nische [39]. Erste Erfolgsbeispiele für eine direkte KSZ-Therapie sind der gezielte Angriff mit 
Nanopartikel-konjugierten AK oder eine Re-Sensibilisierung auf GEM durch eine Inhibierung 
der ABC-Transporter [40]. Ein weiteres Beispiel einer direkten Therapie ist die Inhibierung von 
KSZ-spezifischen Signalwegen und in den letzten Jahren wurden verschiedene kleine 
Molekülinhibitoren entdeckt, die mit den Stammzellsignalwegen Wnt, Sonic-Hedgehog (SHH), 
Notch und NF-B interferieren. Die genetische Instabilität und die hohe Mutationsrate von KSZ 
erschweren jedoch die Ansätze in der direkten Therapie. Aus diesem Grund könnte die KSZ-
Reya et al. 2001 
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Nische eventuell ein viel effektiveres Angriffsziel bieten, um KSZ zu eliminieren oder in die 
Differenzierung zu lenken [17, 41]. Dabei ist die Voraussetzung für die Entwicklung einer 
indirekten Therapie die Charakterisierung der KSZ-Nische. Denkbare Ansätze für eine 
indirekte Therapie wären zum Beispiel eine Inhibierung der Blutversorgung des Tumors mit 
Angiogenese-Hemmer. Parallel zu dieser Behandlung müsste jedoch die Entwicklung einer 
KSZ-fördernden Hypoxie mit weiteren Medikamenten blockiert werden. Weitere mögliche 
Optionen der indirekten Behandlung sind die Beeinflussung des leicht sauren pH-Wertes im 
Tumor-Milieu oder die Unterbrechung der Tumor-Stroma-Interaktion mit Antagonisten oder 
Analogen von Liganden.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Potentielle Angriffsziele von Krebsstammzellen: In den letzten Jahren wurden verschiedene 
Ideen für KSZ-Therapien entwickelt. Mögliche Angriffsziele sind: die spezifischen KSZ-
Oberflächenmarker (rot), die KSZ-relevanten Signalwege (grün), das Mikroumfeld (blau) oder die 
Entgiftungsmechanismen (ABC-Transporter) [39]. 
 
2.4.2 Behandlung von Krebsstammzellen mit Phytochemikalien 
Der Einsatz von Inhaltsstoffen aus Pflanzen und der Ernährung zur Bekämpfung von 
Krebskrankheiten ist keine neue Erkenntnis und wird seit langer Zeit in der Geschichte 
verschiedener Völker angewendet. Vor ungefähr 35 Jahren wurde das  „Diet and cancer 
program“ (“Ernährungs- und Krebsprogramm“) vom National Cancer Institut gegründet, um die 
Zusammenhänge zwischen Lebensmitteln und deren Inhaltsstoffen in Hinblick auf die 
Chen et al., 2013 
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Krebsprävention aufzudecken [42]. Heute belegen eine Vielzahl von epidemiologischen 
Studien, dass eine Ernährung mit einem hohen Anteil an Gemüse und Früchten (>400 g/d) 
das Risiko verschiedener Krebsarten reduzieren kann [43]. Das neu entstandene 
Forschungsfeld der Chemoprävention untersucht den selektiver Nutzten von natürlichen oder 
analogen Produkten mit dem Ziel, die Entwicklung oder die Progression von Krebskrankheiten 
zu inhibieren, minimieren oder rückgängig zu machen. Die bioaktiven Wirkstoffe in der 
Chemoprävention werden als Phytochemikalien bezeichnet und sind reichlich in der Natur 
anzutreffen. In den letzten Jahren konnte eine Reihe von Phytochemikalien identifiziert 
werden, und einige der Wirkstoffe befinden sich bereits in vorklinischen und klinischen Studien. 
Ein entscheidender Vorteil von Phytochemikalien ist, dass sie in den meisten Fällen keine 
Nebenwirkungen im Organismus auslösen und einige der Stoffe therapeutisch auf KSZ wirken. 
Unter anderem inhibierten Vitamin A und D, Genistein, Epigallocatechin Gallat, Sulforaphan, 
Curcumin, Piperin, Theanin und Cholin in Studien das Selbsterneuerungspotenzial von KSZ 
und beeinflussten damit die Balance zwischen der Proliferation und dem Ruhezustand. Als 
potentielle Angriffspunkte von Phytochemikalien wurden die regulatorischen Netzwerke von 
Signalwegen in der KSZ-Nische, genetische und epigenetische Eigenschaften, der zelluläre 
Differenzierungsprozess, Bindungspunkte im Wnt-Signalweg, Hedgehog-Liganden, die Notch-
Genexpression, Bmi-1, miRs und die epithelial-mesenchymale Transition identifiziert [44].  
 
2.4.3 Sulforaphan  
Eine Reihe von in vitro und in vivo Daten deuten darauf hin, dass ein hoher Anteil an 
kreuzblütrigen Pflanzen in der Ernährung einen Schutz vor Krebserkrankungen bietet [45]. Die 
bedeutenden Wirkstoffe in den Kreuzblütlern sind Glukosinolaten, die durch eine Hydrolyse zu 
Isothiocyanaten umgeformt werden. Unter ihnen bildet das Senfölglykosid-Glucoraphanin 
eines der bekanntesten Isothiocyanate: Sulforaphan (SF). Besonders Brokkoli und 
Brokkolisprossen besitzen einen hohen SF-Anteil, jedoch ist auch ein geringerer Anteil in 
anderen Kohl-Gemüsen vorzufinden. Für die effektive Hydrolyse zum aktiven Endprodukt wird 
das Enzym Myrosinase benötigt, das zum einen in der Pflanze enthalten ist aber auch in 
geringeren Mengen im menschlichen Darm vorkommt. Sulforaphan zeigte in Studien 
verschiedene antikarzinogene Wirkungen, unter anderem eine Reduktion der 
Krebsentstehung durch eine Inhibierung von Phase-I-Enzymen und die Aktivierung von 
Phase-II-Enzymen. In bereits entarteten Zellen unterdrückte SF die Krebsprogression, indem 
es die Zellproliferation hemmte und Signalwege der Apoptose aktivierte. Weitere Hinweise 
deuten darauf hin, dass SF die Teilungsbalance von KSZ beeinflussen kann [46-49]. Auf 
Grund der hohe Toleranz und der Erfolge in der Heilung von Krebserkrankungen hat SF sich 
in den vergangenen Jahren zu einem bedeutenden Agens in der Chemoprävention entwickelt.  
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2.4.4 Behandlung von Krebsstammzellen mit einer onkolytischen Adenoviren Therapie 
Die Verwendung von onkolytischen Viren ist eine vielversprechende neue Methode, um 
Krebsstammzellkrankheiten zu behandeln. Der Vorteil der Viren ist, dass sie sowohl 
proliferierende als auch ruhende KSZ infizieren können. Dabei wird ihre Wirkung nur wenig 
von den Resistenzmechanismen von KSZ beeinträchtigt [50]. Die onkolytische 
Adenovirentherapie zeigte bereits eine erfolgreiche Elimination von KSZ in 
Pankreaskarzinomen, Brustkrebs und Glioblastoma [50-52]. Adenoviren sind 70 – 90 nm groß 
und werden von einem unverhüllten, ikosaedrisch aufgebauten Viruskapsid ummantelt. Die 
Ecken des Kapsids werden von Pentonen gebildet, an deren Enden ein Fiberprotein hängt, 
das zwischen den einzelnen Serotypen variiert. Das C-terminale Ende des Fiberproteins, die 
Knob, ist für die Interaktion mit der Zielzelle verantwortlich und kann durch Veränderungen auf 
bestimmte Zellarten spezialisiert werden. Nach der Aufnahme in die Tumorzelle wird das 36 
kb lange, lineare, doppelsträngige DNA-Genom von der Wirtzelle vervielfältigt, und es werden 
neue infektiöse Viren zusammengebaut. Entgegen dem Wildtyp ist die Replikation der 
therapeutischen onkolytischen Adenoviren auf Tumorzellen beschränkt. Der Grund hierfür ist, 
dass die pRB-bindende Domäne des Adenovirengens entfernt wurde. Normalerweise blockiert 
diese Domäne die Aktivität des pRB-Signalweges in den infizierten Zellen. Dies ist ein 
notwendiger Vorgang, um die vollständige Replikation der Virusgene zu sichern. Da der pRB-
Signalweg in Normalzellen aktiv ist, werden die Virusgene nicht abgelesen. Hingegen ist in 
fast allen Tumorzellen der pRB-Signalweg durch Mutationen inaktiviert, und aus diesem Grund 
werden die Viren in den Krebszellen vervielfältig. Nach dem Replikationszyklus folgt der 
lytische Zyklus, bei dem die Wirtszelle durch eine Lyse zerstört wird. Dabei werden neue 
infektiöse Partikel freigesetzt, die wiederrum weitere Tumorzellen im Umfeld infizieren.  
Eine Effizienzsteigerung der onklytischen Therapie kann mit der Einführung von 
therapeutischen Genen in das Virusgenom erreicht werden. Dabei werden die eingebrachten 
Gene, zusammen mit den Virusgenen, von der Wirtszelle abgelesen. Nach der 
Zusammensetzung des therapeutischen Proteins, kann dieses entweder an die Zellumgebung 
abgegeben oder auf der Oberfläche der Zelle exprimiert werden. Das Ziel dabei ist eine 
zusätzliche Therapiesensibilisierung oder Apoptose-Einleitung und damit eine Steigerung des 
Therapieerfolges.  
In dieser Studie wurde der Erfolg von TRAIL-exprimierenden onkolytischen Adenoviren in 
Kombination mit SF analysiert. Die verwendeten Adenoviren wurden von Katharina Hammer 
aus der AG Nettelbeck, DKFZ Heidelberg zur Verfügung gestellt. Sie basieren auf Adenoviren 
des Serotyps-5, jedoch wurde die Knob-Domäne mit der des Serotyps-3 ausgetauscht. Zur 
spezifischen Replikation in Tumorzellen besitzen die Viren keine pRb-bindene Domäne. Des 
Weiteren wurden nicht essentielle Virengene entfernt, um das therapeutische TRAIL-Gen 
einzubringen. Nach der Produktion wird das TRAIL-Protein in löslicher Form an die 
Zellumgebung abgegeben. Aktuelle Studien konnten bereits zeigen, dass humane TRAIL-
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cDNA-exprimierende Adenovirale-Vektoren zum einen eine Onkolyse in den Tumorzellen 
auslösen konnten und zusätzlich durch die Expression des TRAIL-Proteins die Effizienz der 
Therapie verstärkte wurde [53]. 
 
 2.4.5 Primäre Xenograftmodelle zur Entwicklung von Krebsstammzelltherapien 
Konventionelle Xenograftmodelle von Krebserkrankungen reflektieren nur noch in geringem 
Maße die klinische Aktivität der Zellen im Originaltumor. Die Ursache hierfür liegt in der 
Adaption der Tumorzelllinien an die künstlichen Kultivierungsbedingungen, die oftmals zu 
genetischen Veränderungen führen [54]. Außerdem werden die meisten Modelle aus reinen 
Tumorzellen generierten. Dies hat zur Folge, dass das natürliche Tumormikroumfeld nicht 
vorhanden ist. Vor allem in der Entwicklung von KSZ-Therapien ist jedoch die Miteinbeziehung 
der KSZ-Nische bedeutend, da diese den Stammzellcharakter, die Proliferation und die 
Resistenz der KSZ reguliert. Schlussfolgernd könnte der Verlust der KSZ-Nische in 
Xenograftmodellen auch den Verlust des Stammzellcharakters bedeuten und die 
Versuchsergebnisse verfälschen [36]. In der Entwicklung der Krebsstammzellforschung 
erweisen sich primäre Tumortransplantationen als vielversprechendes Model, um 
Krebsstammzellen zu identifizieren, zu isolieren und zu charakterisieren [55]. Ein Vorteil 
dieses Modells ist, dass der undifferenzierte Zellstatus in den Xenografts erhalten bleibt und 
zudem das Tumorstroma des Patienten mit eingebunden wird. Aus diesem Grund könnten 
primäre Xenograftmodelle eine geeignete Plattform darstellen, um Medikamente gegen KSZ 
zu entwickeln. Ein weiterer Vorteil ist, dass in dem primären Modell verschiedene 
Medikamente auf ihre individuelle Wirksamkeit im Patienten getestet werden könnten. Nach 
dem Screening auf der Maus, könnte dann die erfolgreichste Therapie ausgewählt und im 
Patienten angewendet werden. Darüber hinaus könnte das primäre Xenograftmodell auch als 
prognostischer Faktor dienen. Studien zu Brustkrebstumoren zeigten, dass primäre 
Maustumore die Pathologie, das Wachstum, die Metastasierung und den weiteren 
Krankheitsverlauf des Originaltumors reflektieren konnten [56]. In einer ähnlichen 
Wissenschaftsarbeit mit Pankreaskrebs hatten Patienten, deren Tumorgewebe auf der Maus 
Xenografts ausbildeten, eine schlechtere Prognose und häufigere Metastasenbildung als 
Patienten deren Tumorgewebe nicht auf der Maus anwuchsen [57]. Die Beispiele zeigen, dass 
primäre Tumortransplantationen für die Therapieentwicklung und die KSZ-Wissenschaft viele 
Vorteile beinhalten und vermehrt eingesetzt werden sollten. 
 
2.4.6 Verwendetes Mausmodell: BALBc immundefiziente Maus 
Die erste immundefiziente Maus wurde 1962 im Ruchill Krankenhaus in Glasgow entwickelt. 
Sie basiert auf dem genetischen Hintergrund eines Mausstammes von MacDowell in 1923. 
Der in dieser Studie verwendete immundefiziente BALBcAnN.Cg-Fox1nu/Crl (Charles River 
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Laboratories, Sulzfeld) bzw. BALBcAnNRj-Foxn1nu (Janviers Lab, Frankreich) Stamm ist 
homozygot und entwickelt auf Grund einer Mutation in Chromosom 11 keinen Thymus. Ein 
Nebeneffekt dieser Mutation ist ein Defekt in der Kreatinbildung, der zum Verlust des 
Haarwachstums führt (http://www.janvier-labs.com). 
 
 
Abb. 5: Bild einer BALBc 
immundefizienten Maus 
mit einem primären 
pankreatischen Tumor 
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2.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
 
Das Ziel der Untersuchung war es, die Beeinflussung von KSZ-Eigenschaften im hormon- 
unabhängigen Prostatakarzinom und im duktalen Adenokarzinom des Pankreas zu 
untersuchen. In beiden Tumorarten werden KSZ für den aggressiven Verlauf und die 
Resistenz der Tumore verantwortlich gemacht. 
 
Im ersten Teil der Arbeit wurde eine direkte Behandlung von KSZ untersucht. Dafür wurden 
hormon-unabhängige Prostatakrebszellen mit einer Kombinationstherapie aus SF und TRAIL 
behandelt. Das Ziel dabei war die Auswirkung auf den KSZ-Charakter zu analysieren.  
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein primäres Xenograftmodell des Pankreas hergestellt. Dies 
geschah mit der Absicht, den Einfluss der Tumortransplantationen auf den KSZ-Charakter 
aufzuklären. Zudem wurde der Einfluss von MSZ im Tumormikroumfeld auf das Verhalten der 
KSZ näher betrachtet. Das Ziel dieser Untersuchungen war es, Grundlagen für indirekte KSZ-
Therapie zu gewinnen. 
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3. Materialien und Methoden 
3.1 Materialien 
 
Mikrotiterplatten (96-Wel-Plattenl) Greine bio-one, Frickenhausen 
6-Well-Platten Greiner bio-one,Frickenhausen 
Aceton J.T.Baker, Deventer, Nl 
Acrylamide stock solution (Rotiphorese® Gel 30) Roth, Karlsruhe 
Agarose Life Technologies, Karlsruhe 
ALDEFLUOR Kit Aldagen, Inc., Durham, NC, USA 
Ammoniumchlorid Grüssing GmbH, Filsum 
Ammoniumperoxodisulfat Roth, Karlsruhe 
Annexin-V, FITC-konjugiert BD Pharmingen, Heidelberg 
Röntgenfilme GE Healthcare Ltd, Pollards 
Wood, UK 
Avidin D-Texas Red Linaris, Wertheim-Bettingen 
Avidin-Biotin-Blockierungskit Linaris, Wertheim-Bettingen 
BCATM Protein Test Kit Pierce, Thermo Fisher Scientific 
Inc., Rockford, IL, USA 
Bromphenol-Blau Sigma, Taufkirchen  
BSA (Rinderserum) New England Biolabs, Frankfurt 
CaCl2 (Calciumchlorid) Sigma, Steinheim 
Calcium Chloride Sigma, Taufkirchen 
Chemilumineszenz Substrat  
(SuperSignal® West Pico)  
Thermo Scientific, Rockford, IL, 
USA 
Chloroquin  Sigma, Steinheim 
CL-1000 UV-Crosslinker UVP, LLC, Upland, USA 
CO2 -Incubator (Sanyo MCO-20AIC)  MS Laborgeräte, WiesWell 
Collagen R Serva, Heidelberg 
D,L-Sulforaphan Sigma Aldrich, Deisenhoffen 
DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol-dichlorid)  Sigma, Taufkirchen 
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Deckgläser Knittelgläser, Braunschweig 
Di-Natriumhydrogenphosphate Merck, Darmstadt 
Diaminobenzidinkit (DAB) Invitrogen, Karlsruhe 
DMEM  PAA, Cölbe 
DMSO (Dimethylsulfoxide, >99%) AppliChem, Darmstadt 
DMSO (Dimethylsulphoxide) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
EDTA SigmSigma, Taufkirchen 
eGFP-Lentivirus (pll3.7) Bereitgestellt von 
Dr. L. Van Parijs 
Einbettgefäße Labonord, Mönchengladbach 
Einfrierbehälter Nalgene, Rochester, NY, USA 
Einwegskalpelle Braun, Melsungen 
Eismaschine (AF 80) Scotsman (Enodis), Herborn 
Electrophorese Power Supply  
(Phero-Stab. 500V) 
Biotec Fisher, Reiskirchen 
Elektrophoreseeinheit  Bio-Rad, München 
Entellan (Einbettungsmedium) VWR, Bruchsal 
Eosin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA 
Erbitux® Merck, Darmstadt 
Ethanol  Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Applichem, Darmstadt 
FACS Reinigungslösung Millipore, Hayward, CA, USA 
FCS HyClone, Bonn 
Fibronektin  Sigma, Taufkirchen 
Filterspitzen Starlab, Ahrensburg 
FLICA  Immunochemitry Technologies, 
Bloomigton, MN, USA 
Fluorometer (Victor) MS Laborgeräte 
Fluoromount G Biozol, Eching 
Formalin Roth, Karlsruhe 
Fungizone (Amphotericin B) Lonza, Verviers 
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Gemcitabin Apotheke, Universitätsklinikum 
Heidelberg 
Glycerin  Roth, Karlsruhe 
Guava easyCyte™ Flow Cytometer Milipore, Hayward, CA, USA 
Hämatoxylin Lösung Sigma, Taufkirchen 
Handschuhe VWR, Bruchsal 
HCl (Hydrochloridsäure) J.T.Baker, Deventer, Nl 
hEGF-b R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt 
Heiz- und Magnetrührer (MR 3001) Heidolph, Schwabach 
Hemazytometer Gläser Fisher Scientific, Nidderau 
Heparin StemCell Technologies Inc., 
Vancouver, BC, Canada 
HEPES PAA, Cölbe 
hFGF-b  PeproTech GmbH, Hamburg 
Human Pluripotent Stem Cell Antibody Array R&D Systems, Abingdon, UK 
Isopropanol  Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Riedel-Haen, 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Kamera, Nikon Digital Sight Nikon, Düsseldorf 
Kryoröhrchen Nunc, Wiesbaden 
Kryostat (CM 3050) Leica Microsystems, Wetzlar 
L-Glutamin PAA, Cölbe 
L-lysine Sigma, Taufkirchen 
Laminin Becton Dickinson, Heidelberg 
Leghorn Hühnereier Geflügelzucht Hockenberger, 
Eppingen, Deutschland 
Lenti X Go Stick Clontech, USA 
Leukosil Streifen BSN medical, Hamburg 
Lichtmikroskop Leica, Wetzlar 
Light Shift Chemilumineszenz EMSA Kit  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Luer Nadeln 18G x 11/2 Neolus Terumo, Leuven, Belgien 
Luminol  Sigma, Taufkirchen 
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Matrigel Basis-Membranmatrix BD Bioscience, Heidelberg 
Mehrfachpipettierer Eppendorf, Hamburg 
Methanol Roth, Karlsruhe 
Mikroskop-Platten (Superfrost plus) Menzel, Braunschweig 
Mikroskop, Nikon Eclipse TS 100 Nikon, Düsseldorf 
Mikrowelle (HMT 843C) Bosch-Siemens, München 
Mikrozentrifuge(Biofuge 15R) Heraeus, Hanau 
Mikrozentrifugierbehälter (1,5 mL and 2 mL) Eppendorf, Hamburg 
Milchpulver Roth, Karlsruhe 
MOPS Sigma, Taufkirchen 
Motorbrütern Type 168/D Siepmann GmbH, Herdecke 
MTT (3(4,5dimethylthiazol2yl)2,5diphenyl) Invitrogen, Karlsruhe 
Nadeln 27G x ¾, Microlance 3 BD Biosciences, Heidelberg 
Narcoten  Merial, Halbergmoos 
Natriumacetat Fisher, Schwerte 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Natriumcitrat Riedel, Haen 
Neubauer Hemazytometer Merial, Hallbergmoos 
NeuroCult® NS-A Basal Medium Sigma, Taufkirchen 
NF-B Oligonukleotide  MWG Operon, Ebersberg 
NH AdipoDiff Medium Milltenyi Biotec,  
Bergisch-Gladbach 
NH OsteoDiff Medium Milltenyi Biotec,  
Bergisch-Gladbach 
NH-Expansionsmedium Milltenyi Biotec,  
Bergisch- Gladbach 
Nitrocellulose Membran (HybondTM-ECLTM) Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ, USA 
NucBuster Protein Extraktionskit Merck, Darmstadt 
OCT Einbettmedium Engelbrecht, Edermünde 
Plasmocin Amaxa Biosystems, Köln 
PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) Calbiochem 
Proteaseinhibitor Roche, Mannheim 
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Proteinmarker (PageRulerTM) Fermentas, St. Leon-Rot 
Reaktionsgefäße (1,5 mL, 2 mL) Sarstedt, Nümbrecht 
Red Oil O Sigma Aldrich, St.Louis, USA 
Reinraumwerkbank Heraeus, Hanau 
RPMI1640 PAA, Cölbe 
Scheren  NeoLab, Heidelberg 
Schüttler (Unimax 2010) Heidolph, Schwabach 
SDS-b Pulver DAB 10 Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg 
Sigma Fast BICIP Sigma Aldrich, St.Louis, USA 
Spektrophotometer (3000) Biorad, München 
Spritzen, steril, 1 mL, Omnican F Braun, Melsungen 
Stericup-Filter (0,22 μm)  Millipore, Eschborn 
Sulforaphan Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
TBE 10 x (Rotiphorese) Roth, Karlsruhe 
Temed Roth, Karlsruhe 
Thermanox™ Bedeckungsscheiben Thermo Scientific, Schwerte  
Thermomixer Eppendorf, Hamburg 
TRAIL-Pufferlösung AXXORA, Lörrach 
TRAIL, SuperKiller AXXORA, Lörrach 
Transferpipette, 8-Kanal Eppendorf, Hamburg 
Tris Sigma, Taufkirchen 
Triton X-100  Sigma, Taufkirchen 
Trypanblau-Lösung Biozol, Eching 
Trypsin-EDTA PAA, Cölbe 
Trypton Life Technologies, Karlsruhe 
Tween-20 Serva, Heidelberg 
Ultra-Low-Attachment Plates Costar, Corning, USA 
Ultrazentrifuge (L8-M, Rotor SW-28) Beckman, München 
Varifuge 3.0 R Heraeus, Hanau 
Vectastain ABC-Elite Kit  Linaris, Wertheim-Bettingen 
Vortexer (REAX 2000) Heidolph, Schwabach 
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Wasser (Aqua ad injectabilia)  Braun, Melsungen 
Wasserbad Kottermann, Hänsingen 
Wiegebehälter Neolab, Heidelberg 
Xylene Merck, Darmstadt 
Xylene-Cyanol Sigma, Taufkirchen 
Z-VAD-FMK Promega, Madison, WI, USA 
Zellkultur Flaschen  TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellkultur Platten TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellkultur Platten Nunc, Wiesbaden 
Zellschaber  Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Zellsieb (40 µm, 100 µm) Becton Dickinson, Heidelberg 
Zentrifuge Biofuge 15 R Heraeus, Hanau 
Zentrifugenbehälter (15 mL, 50 ml) TPP, Trasadingen, Schweiz 
Ziegenserum Alexis, Grünberg 
Zitronensäure Sigma, Taufkirchen 
ZytoChem-Plus HRP Polymer Kit (AEC) Zytomed Systems, Berlin 
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Antikörper  
Erstantikörper (Maus) 
 
CD133 (1 : 100, ÜN) Millipore, Hayward, CA, USA 
Oct-4 (1 : 50, 1 Std.) Cell Signaling, Danvers, USA 
p-65 (RelA) (1 : 200, 1 Std.) Rockland, Gilbertsville, USA 
Vimentin (1 : 100, 1 Std.) Abcam, Cambridge, UK 
  
Erstantikörper (Kaninchen)  
c-Met (1 : 50, ÜN) Enzo, Lörrach 
CD 44 (1 : 100, 1 Std.) GenTex, Irvine, USA 
CXCR4 (1 : 100, ÜN) Abcam, Cambridge, UK 
Fibronektin (1 : 100, 1 Std.) Acris, Herford 
Ki67 (1 : 400, 1 Std.) Abcam, Cambridge, UK 
Sox2 (1 : 200, ÜN) Abcam, Cambridge, UK 
-Catenin (1 : 100, 1 Std.) 
Cell signaling, Danvers, USA 
  
Zweitantikörper  
Zweitantikörper (Maus) 
 
AlexaFluor 488-konjugiert 
(Ziege, 1 : 200) 
Invitrogen, Camarillo, CA, USA 
AlexaFluor 594-konjugiert 
(Ziege, 1 : 200) 
Invitrogen, Camarillo, CA, USA 
  
Zweitantikörper (Kaninchen)  
AlexaFluor 488-konjugiert 
(Ziege, 1 : 200) 
Invitrogen, Camarillo, CA, USA 
AlexaFluor 594-konjugiert 
(Ziege, 1 : 200) 
Invitrogen, Camarillo, CA, USA 
IgG (H+L), biotinyliert 
(Ziege, 1 : 200) 
Vector Laboratories, Burlingame, CA 
  
  
Material und Methoden 
  27 
 
3.2 Zelllinien und Zellkultur 
3.2.1 Etablierte Zelllinien und allgemeine Kultivierungsbedingungen 
Die Prostata-Tumorzelllinien, DU145 und PC3, und die Pankreas-Tumorzelllinien,  
MiaPaCa-2 und BxPC3, stammten aus der amerikanischen Zellkultur-Kollektion (Manassas, 
Va, USA). Die Authentifizierung der Zelllinien wurde regelmäßig von der Firma Multiplexion 
(Heidelberg, Deutschland) bestätigt. Zudem wurden die Zellen regelmäßig unter Verwendung 
des Plasmo Detektion Kits (Invivogen, San Diego, USA) auf Mykoplasmen-Kontaminationen 
kontrolliert. Standardmäßig wurden die Zellen im Brutschrank in einer feuchten Atmosphäre 
kultiviert (37°C, 5 % CO2). Vor der Verwendung wurden die Medien und das PBS auf 37° C 
vorgewärmt. PC3- und DU145-Zellen wurden im RPMI 1640-Medium und MiaPaCa-2- und 
BxPC3-Zellen wurden in DEMEM-Medium mit hohem Glukoseanteil (4,5 g / l) kultiviert. Die 
Hek 293T-Zellen stammten aus menschlichen embryonalen Nierenzellen und wurden 
ebenfalls in DMEM-Medium mit hohen Glukoseanteil kultiviert. Alle Standardmedia wurden mit 
10 % [v / v] FCS (Sigma, Deissenhoffen, Deutschland) und 10 mM Hepes (PAA, Pasching, 
Australien) ergänzt. Für humane MSZ wurden das NH-Expansionsmedium (Milltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, Deutschland) ohne weitere Ergänzungen verwendet.  
3.2.2 Isolierung von humanen mesenchymalen Stammzellen  
Nach der Genehmigung der „Zentralen Ethik Kommission“ der Universität Heidelberg wurde 
humanes Knochenmark von gesunden Spendern isoliert. Die Entnahme wurde an dem 
chirurgischen Universitätsklinikum Heidelberg von Dr. Helge Bruns durchgeführt. Von jedem 
Spender wurden circa 50 mL Knochenmark aus dem Beckenkamm aspiriert und in ein mit 
10.000 IU Heparin befülltes 50 mL Falcon überführt. Nach der Entnahme wurde die Isolierung 
der MSZ unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Die Separation erfolgte über einen Ficoll-
Dichtegradienten und über die Ausnutzung der Plastikadhärenz von MSZ. Zu diesem Zweck 
wurde das entnommene Knochenmark zuerst in PBS (1 : 3) verdünnt und anschließend steril 
durch ein 100 µm Zell-Sieb gefiltert. Die Suspension wurde, in gleichen Anteilen von 20 – 35 
mL, vorsichtig auf die Oberfläche von 15 mL Ficoll, in einem 50 mL Falcon-Gefäß, pipettiert. 
Anschließend wurden die Falcon-Gefäße mit geringer Beschleunigung und ohne Bremse 
zentrifugiert (40 Min., 480 × g, Raumtemperatur (RT). Die weißlich erscheinende Interphase 
mit den akkumulierten mononuklearen Zellen wurde mit einer Pipette in ein frisches Falcon-
Gefäß überführt. Anschließend wurde die Suspension zweimal mit 50 mL PBS und 
anschließender Zentrifugierung (7 Min., 240 × g, RT) gewaschen. Die Anzahl und die Viabilität 
der Zellen wurden mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dann wurden jeweils 5 × 107 
Zellen in eine mit Fibronektin beschichtete  
T75-Flasche ausgesät. Zur Vermeidung einer Bakterien- und Pilzinfektion wurden dem NH-
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Expansionsmedium 2 × Penicillin / Streptomycin und 1 × Amphotericin B zugesetzt. Nach 
frühestens 4 Tagen wurde das Medium erneuert, um eine Zellanhaftung der MSZ zu 
ermöglichen. 
 
3.2.3 Passagieren von adhärenten Zelllinien und Feststellung der Zelldichte  
Die Konfluenz der Zellen wurde in regelmäßigen Abständen mikroskopisch überwacht. Bei 
einer Konfluenz von 80 % – 90 % wurden die Zellen entweder für Versuche verwendet oder 
passagiert. Zu diesem Zweck wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen vorsichtig mit 
1 × PBS gewaschen. Danach wurden 1 – 2 mL 1 × Trypsin mit leichtem Schwenken über den 
Zellboden verteilt und kurze Zeit später wieder abgesaugt. Bis zur Zellablösung wurden die 
präparierten Flaschen in den Brutschrank (37° C, 5 % CO2) zurückgestellt und anschließend 
die gelösten Zellen in frischen Medium resuspendiert. Zur Feststellung der Zelldichte wurde 
ein kleines Aliquot der Suspension 1 : 1 mit Trypanblau-Lösung (0,125 %) gemischt. Die 
Anzahl an lebensfähigen Zellen wurde mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer bestimmt und 
danach wurden die Zellen in der gewünschten Dichte in frische Zellkulturgefäße ausgesät.  
3.2.4 Therapiestrategie: Kombinationsbehandlung mit Sulforaphan und TRAIL 
Der Zeitrahmen der Therapiestrategie wurde aus einer vorangegangenen Publikation 
entnommen [58]. Für eine Behandlung nach der Therapiestrategie wurden die Zellen in den 
Kulturgefäßen ausgesät und zur Anhaftung für 24 Std. im Brutschrank inkubiert. Anschließend 
wurden in die SF-Gruppe und in die SF + TR-Gruppe SF zugefügt. Nach weiteren 24 Std. 
wurde in die TRAIL-Gruppe und in die SF + TR-Gruppe TRAIL pipettiert. Weitere 24 Std. später 
wurden die Zellen nach den Angaben der Testprotokolle weiter verwendet.  
 
Abb. 6: Therapiestrategie: Zeittafel der Kombinationsbehandlung mit SF und TRAIL 
 
3.2.5 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen  
Für eine Langzeitlagerung wurden die Zellen bei -148° C eingefroren. Dafür wurden Aliquots 
von 1 × 106 Zellen in Normalmedium mit 10 % [v / v] DMSO gemischt, in Kryogefäße überführt 
und in einem vorgekühlten Einfrierbehälter platziert. In dem Behälter wurden die Zellen zuerst 
über Nacht (ÜN) langsam auf -80° C herunter gekühlt und anschließend bei  
-148° C gelagert. Zum Auftauen wurde der Zellstock mit dem Kryogefäß in einem Wasserbad 
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(37° C) angewärmt. Sobald die eingefrorene Suspension beinahe vollständig fluidisiert war, 
wurde sie in ein mit 10 mL vorgewärmtem Medium gefülltes  
Falcon-Gefäß überführt und zentrifugiert (1200 × g, 5 Min., RT). Der Überstand wurde 
abgesaugt, die Zellen in frischen Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt. 
Zur Verhinderung von toxischen Effekten des DMSO wurde das Medium nach 24 Std. 
erneuert.  
 
3.2.6 Lentivirale eGFP-Markierung von MSZ 
Zur Virusproduktion wurden 2 × 106 HEK 293T-Zellen in Normalmedium in 10 cm Platten 
ausgesät. Das Medium in den Platten wurde eine Stunde vor der Transfektion durch 9 mL 
frisches Medium ersetzt. Kurz vor der Transfektion wurde das Medium mit 10 µL Chloroquin 
(25 µM Endkonzentration) angereichert. In einem 12 mL Falcon-Gefäß wurden 20 µg der  
pLL3.7puro DNA (Bereitgestellt vom „Van Parijs Lab“ (kodierend für das Fusionsprotein Puro-
eGFP unter Kontrolle des CMV-Promotors)), 7 µg des Verpackungs-Plasmides pMD2 
(L.Naldini, Turino, Italien, 13 µg des Verpackungs-Konstruktes CMV (D.Trono, Universität 
Genva, Schweiz) und 50 µL 2,5 M CaCl2 pipettiert und mit ddH2O auf 500 µL aufgefüllt. 
Tropfenweise wurden 500 µL des 2 × HBS-Puffers (281 mM NaCl, 100 mM HEPES, 1.5 mM 
Na2HPO4; pH 7.1) zugefügt. Dabei wurde zeitgleich mit einer 2 mL Pipette gleichmäßig Luft in 
die Mischung geblasen. Die Luftzufuhr wurde noch weitere 10 Sekunden weitergeführt. Unter 
leichtem Schwenken der Platte wurde das entstandene Präzipitat auf die Zellen getropft. Nach 
8 – 10 Std. Inkubation (37° C, 5 % CO2) wurde das Medium in den Platten gewechselt. Weitere 
24 Std. später wurde der Überstand in 12 mL Falcon-Gefäßen gesammelt und die infizierten 
Zellen erneut mit frischem Medium inkubiert. Der abgenommene Überstand wurde 
zentrifugiert (5 Min., 4000 rpm, RT), durch einen 20 µm Filter gepresst und in 3 – 4 mL Aliquots 
bei -20° C eingefroren. Der lentivirale Titer, wurde mit dem Lenti-X-GoStick (Clontech, USA) 
bestimmt. Nach weiteren 24 Std. wurde der zweite Überstand abgenommen und wie zuvor 
aufgearbeitet, eingefroren und der Titer bestimmt.  
Für die Transduktion wurden humane MSZ (3 – 4 Passagen) in T150-Flaschen ausgesät. Eine 
zelluläre Konfluenz von 80 – 90 % wurde am Tag der Transduktion bestätigt. Die Transduktion 
wurde gestartet, indem das Medium in den T150-Flaschen abgenommen und durch 14 mL 
DMEM-Medium, 7 mL Überstand mit > 5 × 106 IFU / mL pLL3.7-Puro Lentivirus und 33,6 µL 
Polypren (8 µg / mL) ersetzt wurde. Achtzehn Std. später wurde das Medium erneuert. Nach 
24 Std. wurde die Selektion von transduzierter MSZ mit 10 µg / mL Puromycin begonnen. Die 
Effizienz wurde 2 Tage später im grünen Fluoreszenzkanal mittels Durchflusszytometrie 
bestimmt.  
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3.3 Methoden zur Zellcharakterisierung in vitro 
3.3.1 Analyse der Zellzytotoxizität 
Die Viabilität der Zellen wurde mit dem MTT-Test bestimmt. In dem Test reduzieren vitale 
Zellen mit ihrer mitochondrialen Dehydrogenase das gelbe wasserlösliche MTT-Reagenz (3-
(4, 5-dimethylthiazolyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Tetrazolium Salz und bilden dabei 
blaue, wasserunlösliche Formazankristalle. Die Kristalle akkumulieren in Zellen mit intakter 
Membran und werden mit einer Zelllyse durch DMSO in Lösung gebracht. Die Menge an 
gebildeten Formazankristallen ist proportional zu der Anzahl an lebensfähigen Zellen und kann 
spektroskopisch bei 550 nm bestimmt werden [59]. 
Um die Zytotoxizität von SF und TRAIL zu messen, wurden PC3- und DU145-Zellen in einer 
Dichte von 5 × 103 in 96-Well-Platten in 100 µL Medium pro Well ausgesät. Vierundzwanzig 
Std. später wurden die Zellen nach der zuvor genannten Therapiestrategie mit SF und TRAIL 
behandelt. Mit der Zugabe von 10 µL MTT-Reagenz (12 mM in PBS gelöst) pro Well wurde 
die Behandlung beendet. Nach 4 Std. Inkubation (37° C) wurde das Medium abgesaugt und 
durch 200 µL DMSO ersetzt. Die vollständige Lösung der Formazankristalle wurde mit 
leichtem Schütteln oder hoch und runter pipettieren abgesichert. Die Messung wurde 
anschließend bei 560 nm in einem „Mikrotiterplatten-Reader“ (ELISA-Reader) durchgeführt. 
 
3.3.2 Kristallviolettfärbung 
Zur weiteren Bestimmung der Zytotoxizität wurden PC3- und DU145-Zellen in einer Dichte von 
8 × 104 in 48-Well-Platten in 1000 µL Medium pro Well ausgesät. Vierundzwanzig Std. später 
wurden die Zellen nach der zuvor genannten Therapiestrategie mit SF und TRAIL behandelt. 
Im Anschluss der Therapie wurden circa 500 µl des Mediums abgesaugt und 1 - 2 Tropfen 
einer Kristallviolettlösung in jedes Well gegeben. Nach 60 Min. Inkubation wurden die Wells 
vorsichtig mit Wasser gewaschen und die lila Farbintensivität abgeschätzt. 
3.3.3 Durchflusszytometrie: Bestimmung der Apoptose mit der Annexin-V-Färbung 
In einem frühen Stadium der Apoptose werden die auf der inneren Seite der Plasmamembran 
liegenden Phosphatidylserine auf die Zelloberfläche verlagert. Annexin-V, ein 
kalziumabhängiges Protein, bindet spezifisch an Phospholipide und mit hoher Affinität an 
Phosphatidylserine. Aus diesem Grund kann es, in FITC gebundener Form, zur Bestimmung 
der Apoptose verwendet werden. Die Anzahl an gebundenen Annexin-V-FITC Molekülen wird 
im grünen Fluoreszenzkanal der Durchflusszytometrie evaluiert. 
Für die Apoptose-Bestimmung wurden die Zellen in einer Dichte von 1,5 × 10 4 Zellen / Well in 
einer 6-Well-Platte in 2 mL Medium ausgesät. Anschließend wurden die Zellen nach der 
Therapiestrategie mit SF (10 µM) und / oder TRAIL (5 ng / ml) behandelt. Am Messungstag 
wurden die Überstände der einzelnen Proben in Eppendorf-Reaktionsgefäßen gesammelt. Die 
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angehafteten Zellen in den Well-Platten wurden mit eiskaltem 1 × PBS gewaschen und nach 
ihrer Trypsinierung dem zugehörigen Überstand beigesetzt. Die Zellsuspensionen wurde 
zentrifugiert (2500 rpm, 5 Min., 4° C) und die Zellpellets in Annexin-Puffer (10 mM Hepes, 150 
mM NaCl, 5 mM KCL, 1 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2) gewaschen. Zur Färbung wurden die 
Zellpellets jeweils in 5 µL Annexin-V-FITC in 100 µL Annexin-Puffer inkubiert  
(20 – 60 Min., auf Eis, Dunkelheit). Danach wurden die Zellen erneut mit dem Annexin-Puffer 
gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Zur Detektion wurde das Pellet in 150 µL Annexin-
Puffer gelöst. Die Messung erfolgte am Guava easyCyte™ Flow Cytometer im grünen 
Fluoreszenzkanal. 
 
3.3.4 Durchflusszytometrie: Bestimmung der Aldehyd-Dehydrogenase1 Aktivität 
Die Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDH) sind Enzyme, die in den Zellen eine wichtige Rolle in 
der epithelialen Homöostase, Resistenz, Proliferation, Differenzierung und Reaktion auf 
oxidativen Stress einnehmen. Bei verschiedenen Krebsarten ist eine erhöhte Aktivität von 
ALDH1 bekannt. Dies kann zur Identifizierung von KSZ herangezogen werden [60]. 
Zur Identifizierung von Zellen mit hoher ALDH1-Aktivität wurde das ALDEFLUOR Kit (Aldagen, 
Durham, NC, USA) verwendet. Das Grundprinzip des Testes ist, dass Zellen mit aktiver 
ALDH1-Enzymtätigkeit das ALDEFLUOR-Reagenz nach der Aufnahme zu einem 
Fluoreszenzprodukt umwandeln. Dieses akkumuliert in unbeschädigten Zellen und kann in der 
Durchflusszytometrie im grünen Kanal gemessen werden. Die ALDH1-Aktivität jeder Probe 
wird ihrer eigenen, mit dem Inhibitor Diethylaminobenzaldehyd (DEAB) versetzten, 
Negativkontrolle entgegengestellt.  
Für den Versuch wurden die Zellen in einer Dichte von 1,5 × 10 4 Zellen / Well in 6-Well-Platten 
in 2 mL Medium ausgesät. Die Zellen wurden nach der Behandlung trypsiniert und in 
ALDEFLUOR-Testpuffer (Aldagen, Durham, NC, USA) suspendiert. Im Anschluss wurden die 
Suspensionen in 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefäße überführt und zentrifugiert (250 × g, 5 
Min.). Das Pellet der Proben wurde in 1 mL ALDEFLUOR-Testpuffer inklusiv 5 µL aktiviertes 
ALDEFLUOR-Substrat gelöst. Für die Negativkontrolle wurden möglichst schnell 500 µL jeder 
Probe in ein separates, mit bereits 5 µL DEAB befülltes Eppendorf-Gefäß überführt. Die 
Proben wurden inkubiert (30 Min., 37° C) und anschließend zentrifugiert (250 × g, 5 Min., RT). 
Die Überstände wurden entfernt und die Pellets in 500 µL ALDEFLUOR-Testpuffer gelöst. Die 
Detektion der ALDH1-Aktivität wurde am Guava easyCyte™ Flow Cytometer durchgeführt. 
3.3.5 Herstellung von MSZ-konditioniertem Medium 
Zur Herstellung von MSZ-konditioniertem Medium (KM) wurden MSZ in T150-Flaschen 
ausgesät. Beim Erreichen einer Konfluenz von 60 – 70 % wurde das NH-Expansionsmedium 
durch 20 mL DMEM-Medium (10 %, [v / v] FCS, 10 mM Hepes) ersetzt. Nach 24 Std. wurde 
das KM abgezogen und durch einen sterilen 22 µM Filter hindurch in ein 50 mL Falcon 
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überführt. Zur Herstellung des Kontrollmediums (NM) wurden MiaPaCa-2- oder BxPC3-Zellen 
in T150-Flaschen in Normalmedium ausgesät. Beim Erreichen einer Zelldichte von 
60 – 70 %, wurde weitere 24 Std. frisches DMEM-Medium (10 %, [v / v] FCS, 10 mM Hepes) 
auf die Zellen gegeben. Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen, mit einem sterilen 
22 µM Filter filtriert und in einem 50 mL Falcon-Gefäß gesammelt. Die konditionierten Media 
(KM und NM) wurden entweder am gleichen Tag verwendet oder 1 – 3 Tage bei 4° C gelagert. 
Vor der Verwendung wurden das KM und NM 1 : 1 mit frischen DMEM-Medium (10 % [v / v] 
FCS, 10 mM Hepes) verdünnt. 
3.3.6 Wachstumsverhalten unter dem Einfluss von MSZ-vorkonditioniertem Medium 
Um den Einfluss von MSZ auf das Zellwachstum von Krebszellen und KSZ zu untersuchen, 
wurden MiaPaCa-2 und BxPC3 Zellen in einer Zelldichte von 5 × 103 Zellen / Well in 48-Well-
Platten ausgesät. Nach 24 Std. wurde das Medium abgesaugt und durch KM oder NM Medium 
ersetzt. Nach 24, 48, 72 und 96 Std. wurde die Anzahl lebender Zellen mit der Trypanblau-
Lösung-Färbung und der Neubauerkammer ermittelt.  
3.3.7 Resistenzverhalten unter dem Einfluss von MSZ-konditioniertem Medium 
MTT-Test 
Um den Einfluss von MSZ auf die Resistenz zu untersuchen wurden MiaPaCa-2 und BxPC3 
Zellen in einer Zelldichte von 5 × 103 Zellen / Well in 100 µL Normalmedium in  
96-Well-Platten ausgesät. Nach 24 Std. wurde das Medium abgesaugt und entweder durch 
KM- oder NM-Medium ersetzt. Im Anschluss wurden die Zellen für 72 Std. mit  
GEM (10 – 100 nM) oder für 48 Std. mit SF (10 – 20 µM) behandelt. Die Viabilität wurde mit 
dem MTT-Test festgestellt (siehe 3.3.1). 
Apoptose-Bestimmung 
MiaPaCa-2 und BxPC3 Zellen wurden in einer Zelldichte von 5 × 104 Zellen / Well in 2 mL 
Normalmedium in einer 6-Well-Platte ausgesät. Nach 24 Std. wurde das Medium durch KM- 
oder NM-Medium ersetzt. Im Anschluss wurden die Zellen für 72 Std. mit GEM (50 nM) oder 
für 48 Std. mit SF (10 µM) behandelt. Die Apoptose-Einleitung wurde mit der Annexin-V-FITC-
Färbung und der Durchflusszytometrie bestimmt (Methode siehe 3.3.2). 
3.3.8 Infektion von KSZ mit onkolytischen Adenoviren  
MTT-Test 
Für den MTT-Test wurden PC3- und DU145-Zellen in einer Dichte von 5 000 Zellen / Well in 
einer 96-Well-Platte in Normalmedium ausgesät. Nach 24 Std. wurde das Medium entfernt. Im 
Anschluss wurde das TRAIL-exprimierende onkolytische Adenovirus (adTR) und der 
Kontrollvirus (ILTR) in einer Viruskonzentration von 5 – 10 TCID 50 in RPMI-Medium 
 (2 % [v / v] FCS, 10 mM Hepes) auf die Zellen pipettiert. Nach 24 Std. wurden die SF-Gruppen 
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mit SF (10 µM) und nach weiteren 24 Std. mit dem TRAIL-Protein (5 ng / ml) behandelt. Nach 
weiteren 48 Std. wurde der MTT-Test (siehe3.3.1) durchgeführt und in einem Mikroplatten-
Reader in der ATV, DKFZ, Heidelberg gemessen. 
 
Koloniebildungstest 
Für die Infektion wurden PC3- und DU145-Zellen in einer Dichte von 50 000 Zellen / Well in 
einer 48-Well-Platte in Normalmedium ausgesät. Nach 24 Std. wurde das Medium entfernt 
und das TRAIL exprimierende onkolytische Adenovirus (adTR) und das Kontrollvirus (ILTR) in 
einer Viruskonzentration von 1 – 5 TCID 50 in (2 % [v / v] FCS, 10 mM Hepes) mit oder ohne 
SF (10 µM) auf die Zellen pipettiert. Anschließend wurde der Koloniebildungstest durchgeführt 
(siehe 3.4.1) und die Plattierungseffizienz bestimmt. 
(Plattierungseffizienz = Anzahl an gebildeten Kolonien / Anzahl an ausgesäten Zellen × 100) 
 
3.4 Analysen von Krebsstammzellcharakteristiken 
3.4.1 Koloniebildungstest 
Der Koloniebildungstest quantifiziert die Anzahl an Zellen, die das Potential besitzen, eine 
Kolonie aus > 50 Zellen zu generieren. Es wird angenommen, dass ein starkes klonogenes 
Potential Stammzellen und frühen Progenitorzellen zuzuordnen ist [61].  
Die Zellen wurden in einer Dichte von 1,5 × 10 4 Zellen / Well in 6-Well-Platten in 2 mL Medium 
ausgesät. Nach der Behandlung wurde die Zellen trypsiniert und die Zelldichte festgestellt. 
Lebensfähige Zellen wurden in einer klonogenen Anzahl von 
500 – 1000 Zellen / Well in 6-Well-Platten in 2 mL frischem Medium ausgesät und 
anschließend ohne große Erschütterungen (37° C, 5 % CO2) kultiviert. Nach  
10 – 14 Tagen wurde das Medium entfernt und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Zur 
Fixierung wurden die Zellen erst mit 4 % Formaldehyd (10 Min.) und anschließend mit 70 % 
Ethanol (10 Min.) bedeckt. Nach dreimaligen Waschen (ddH2O), einer Anfärbung mit  
0,05 % Coomassie-Blau und erneutem Waschen wurde die Quantität der Kolonien unter einem 
Lichtmikroskop bestimmt. Der Prozentsatz an koloniebildungsfähigen Zellen wurde bestimmt 
(koloniebildungsfähige Zellen = Mittelwert an Kolonien in der Messgruppe / Mittelwert an 
Kolonien in der Kontrolle). 
3.4.2 Sphäroidbildungstest 
Nach aktuellen Erkenntnissen wird angenommen, dass sphäroidische 
Kultivierungsbedingungen KSZ anreichern können [62, 63]. In dieser Arbeit wurden zwei 
verschiedene Methoden einer sphäroidischen Kultivierung angewandt, um die Auswirkung der 
Behandlung auf das Selbsterneuerungspotential (Test 1) und auf eine angereicherte KSZ-
Population (Test 2) zu untersuchen. Für beide Methoden wurde das Serum-freie humane 
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NeuroCult NS-A Basal-Medium (StemCell Technologies, Vancouver, Canada), mit den 
Zusätzen 2 μg / mL Heparin, 20 ng / mL hEGF, 10 ng / mL hFGF-b, sowie den gegebenen 
NeuroCult NS-A Proliferationszusätze (StemCell Technologies) verwendet.  
 
Test 1: Auswirkung einer Behandlung auf die Sphäroidbildung  
Die Zellen wurden in einer Dichte von 1 × 105 Zellen n 2 mL pro Well in 6-Well-Platten 
ausgesät. Nach der Behandlung wurden die Zellen trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Zur 
Bildung von Sphäroiden der ersten Generation wurden die Zellen in 1 mL Medium in einer 
klonalen Dichte (5 × 102 Zellen / mL) in 12-Well-Platten mit geringer Adhäsion ausgesät. 
Nachdem sich Sphäroide gebildet hatten, wurden diese dissoziiert und die Zelldichte mit der 
Neubauerkammer und Trypanblau-Färbung bestimmt. Zur Bildung von Sphäroiden in der 
zweiten Generation wurden lebensfähige Zellen der ersten Generation, erneut unter den 
Sphäroidbildenden Bedingungen ausgesät. Nachdem sich sichtbare Sphäroide gebildet 
hatten, wurde die Zellzahl wie zuvor bestimmt und Fotos mit dem Nikon Eclipse TS 100-
Mikroskop und der Nikon Digital Sight-Kamera aufgenommen.  
 
Test 2: Auswirkung einer Behandlung auf eine sphäroidisch angereicherte  
KSZ-Population 
Lebensfähige Zellen wurden in einer klonalen Dichte von 5 × 102 Zellen / mL in 1 mL Medium 
in 12-Well-Platten mit geringer Adhäsion ausgesät. Der Status der Sphäroidbildung wurde 
täglich kontrolliert. Nach 5 – 7 Tagen wurden die gebildeten Sphäroide mit SF  
(10 µM) und / oder TRAIL (5 ng / ml) nach der zuvor beschriebenen Therapiestrategie 
behandelt. Nach weiteren 7 Tagen wurden die Sphäroide dissoziiert und die Anzahl 
lebensfähiger Zellen mit der Neubauerkammer und Trypanblau-Lösung-Färbung bestimmt. 
 
3.4.3 Untersuchung des Differenzierungspotentials  
Multipotente Zellen können mit der Differenzierung zu Adipozyten, Osteoblasten und 
Chondrozyten identifiziert werden. Für die Differenzierung wurde das  
NH-Expansionsmedium (Milltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet. Für 
den Test wurden humane MSZ oder Krebszelllinien in einer Dichte von  
1 x 105 in 2 mL Normalmedium in 6-Well-Platten ausgesät. Nach 24 Std. wurde in den MSZ 
das Normalmedium durch Differenzierungsmedium ersetzt. Die Krebszellen wurden nach der 
Aussaat zuerst nach der zuvor beschriebenen Therapiestrategie behandelt und anschließend 
die Differenzierung gestartet. Als Kontrollen wurden die MSZ oder die Krebszellen weiter in 
ihrem Normalmedium kultiviert.  
Differenzierung zu Adipozyten 
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Das Normalmedium der Zellen wurde durch 2 mL NH-AdipoDiff Medium ersetzt und dieses 
 dreimal pro Woche erneuert. Nach 21 Tagen wurde die Differenzierung zu Adipozyten 
bestimmt. Dafür wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig zweimal mit PBS 
gewaschen. Dann wurden die Zellen mit 2 mL Methanol (5 Min., RT) bedeckt und im Anschluss 
mit dH2O gewaschen. Die “Oil Red O“ Stocklösung (0.5 % [w / v] in Isopropanol) wurde mit 
dH2O (3 : 2) verdünnt und durch einen 0.22 µm Filter gepresst. In jedes Well wurden 2 mL der 
verdünnten Färbelösung gegeben (20 Min.). Die Lösung wurde abgesaugt und die Zellen 
vorsichtig mit dH2O gewaschen. Die Fotos wurden mit dem Nikon Eclipse TS 100 Mikroskop 
und der Nikon Digital Sight Kamera gemacht. 
Differenzierung zu Osteoblasten 
Das Normalmedium der Zellen wurde durch 2 mL NH-OsteoDiff Medium ersetzt. Das 
Differenzierungsmedium wurde dreimal pro Woche erneuert. Nach 10 Tagen wurde die 
Differenzierung zu Osteoblasten evaluiert. Zur Herstellung des Färbungsreagenz wurde eine 
“SIGMA FAST BCIP / NBT Buffered Substrate“ Tablette in 10 mL dH2O mittels Vortexen gelöst. 
Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen vorsichtig zweimal mit PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen mit -20° C kaltem Methanol bedeckt (5 Min.,  
-20° C). Nach einmal waschen mit dH2O wurde in jedes Well 2 mL der Färbungslösung 
pipettiert und unter leichtem Schütteln inkubiert (10 Min., RT). Die Färbungslösung wurde 
abgesaugt und die Zellen zweimal mit dH2O gewaschen. Die Fotos der Zellen wurden mit dem 
Nikon Eclipse TS 100 Mikroskop und der Nikon Digital Sight Kamera fotografiert.  
 
3.5 Protein Analyse 
3.5.1 Nukleare-Proteinextraktion 
Die Extraktion von nuklearen Proteinen wurde unter Verwendung des NucBuster Protein 
Extraktionskit durchgeführt. Alle Einzelschritte der Isolierung wurden auf Eis durchgeführt. 
Nach der Behandlung wurden die Zellen mit einem Zellschaber gelöst, die Zellsuspension in 
15 mL Falcons überführt und zentrifugiert (500 × g, 5 Min., 4° C). Der Überstand wurde 
verworfen, das Zellpellet im NucBuster Reagenz 1 suspendiert und in 1.5 mL Gefäße 
überführt. Die Proben wurden für 15 Sekunden bei hoher Geschwindigkeit gevortext, 
anschließend auf Eis inkubiert (5 Min.) und dann wieder wie zuvor beschrieben gevortext. 
Nach einer Zentrifugierung (16000 × g, 5 Min., 4° C) wurde der Überstand verworfen und das 
Pellet im NucBuster Reagenz 2, inklusiv 1 × Protease-Inhibierungscocktail und 1 mM DTT, 
gelöst. Erneut wurden die Proben gevortext, auf Eis inkubiert (5 Min.) und wieder gevortext. 
Nach einer Zentrifugierung (16000 × g, 5 Min., 4° C) wurde der gewonnene Überstand in 
frische Gefäße überführt, die Proteinkonzentration bestimmt und entweder sofort verwendet 
oder bei -80° C gelagert.  
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3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Test 
Zur Bestimmung der totalen Proteinkonzentration wurde der Pierce BCA Protein Assay 
(Rockford, IL, USA) verwendet. Das Prinzip des Testes ist, das unter dem Einfluss der 
enthaltenden Proteine in einem alkalischem Umfeld Cu+2 zu Cu+1 reduziert werden. Die in der 
Kit-Lösung enthaltene Bicinchoninsäure (BCA) bildet lila gefärbte Chelatkomplexe mit Cu+1. 
Anhand der Farbintensität kann die Quantität der Reaktion bestimmt werden. Die 
Absorbierung des Komplexes wird bei 562 nm an einem Mikroplatten-Reader gemessen. 
Anhand der Absorption kann im Vergleich zu einer BSA-Standardgerade die 
Proteinkonzentration der Proben ermittelt werden.  
3.5.3 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
Der “Electrophoretic mobility shift assay” (EMSA) wurde mit dem nicht isotopen 
LightShift®Chemiluminescense EMSA Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) durchgeführt. 
Der Test wird verwendet, um Protein-DNA-Interaktionen zu studieren. Wenn Proteine mit 
den DNA-Oligonukleotide im Test einen Komplex bilden, wandern diese langsamer im 
nativen Polyacrylamidgel als ungebundene Oligonukleotide (Bandshift). Die verwendete DNA 
ist mit Biotin markiert und kann mit einem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugaten 
und einem Chemilumineszenz-Substrat sichtbar gemacht werden.  
Vorbereitung der Oligonukleotide 
Sequenzen der Oligonukleotide (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland): 
Biotin markierte DNA 
NF-B-wt (a)-B 5`-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3`Biotin 0.01 µmol 
NF-B-wt (s)-B 5`-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3`Biotin 0.01 µmol 
 
Unmarkierte DNA  
NF-B-wt (a) 5`-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3 1 µmol 
NF-B-wt (s) 5`-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3 1 µmol 
 
Die Pellets der Oligonukleotide wurden mit sterilen ddH2O (Braun) auf 50 pmol / µL in Lösung 
gebracht. Jeweils 5 µL von den codierenden (s) und nicht-codierenden (a) Oligonukleotiden 
wurden in Reaktionsgefäßen zusammengefügt und 30 µL des 1 x Bandshift-Bindungspuffers 
(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 % Glycerol, 1 mM DTT) pipettiert. Die 
Mischungen wurden in heißen Wasser (5 Min., 95°C) inkubiert. Das Wasserbad wurde 
ausgeschaltet und die Proben verweilten bis zum Erreichen der RT im Wasserbad. Die 
zusammengefügten Oligonukleotidpaare wurden aliquotiert bei -20° C gelagert. 
Vorbereitung und Durchführung der DNA-Protein-Bindungsreaktion 
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Für die Bindungsreaktion wurde ein Mastermix (1 × Bindungspuffer, 2,5 % Glycerol, 5 mM 
MgCl2, 50 ng / µL Poly (dI / dC), 0.05 % NP-40) vorbereitet. Für jede Behandlungsgruppe und 
für einen Kompetitionstest wurde ein Reaktionsgefäß auf Eis gestellt. In jedes Gefäß wurde 
zuerst 6 µL des Mastermix, dann 5 µg des isolierten Protein-Extraktes und 1 µL der mit Biotin-
markierten Oligonukleotide (1: 100 mit ddH2O verdünnt) pipettiert. Im Kompetitionstest wurde 
zusätzlich 1 µL der unmarkierten Oligonukleotide (100 × höheren Konzentration als markierte 
DNA) hinzugefügt. Nach einer Inkubation (20 Min., RT), wurden die Proben vorsichtig mit 5 µL 
eines 5 × Beladungspuffers vermischt und auf ein natives Polyacrylamid-Gel aufgetragen.  
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese und elektrophoretischer Transfer 
Die Gel-Elektrophorese wurde unter nativen nicht denaturierenden Bedingungen durchgeführt, 
um die DNA-Proteinkomplexe zu erhalten. Für die Elektrophorese wurde ein  
5 % Polyacrylamid-Gel  (4,15 mL. 30 % Polyacrylamid Lösung, 1,25 mL 10 × TBE, 19,1 mL 
ddH2O, 25 µL TEMED, 250 µL 10 % APS) angefertigt. Nach der Polymerisierung wurden die 
Gele in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt und mit Laufpuffer umflutet (0,5 % TBE). 
Nach der Spülung der Taschen wurde zuerst ein Gelvorlauf gestartet (30 Min., 120 V). Erst 
anschließend wurden die Proben aufgetragen und die Elektrophorese durchgeführt (2 – 3 Std., 
100 V). 
Im Anschluss wurden die aufgetrennten Proteine auf eine positiv geladene Nylon-Membran 
transferiert. Zu diesem Zweck wurden die Membran und 6 × Whatman-Filterpapiere mit 
Laufpuffer (0,5 % TBE) befeuchtet (10 Min.). In einem „semi-dry“-Elektroblotter wurden 3 × 
Whatman-Filterpapiere, dann die Membran, gefolgt von dem Gel und abschließend 3 × 
Whatman-Filterpapiere gelegt und die Proteine elektrophoretisch übertragen (60 Min., 2 mA / 
cm2). Im Anschluss wurden die Proteine mit der Membran in einem CL-1000 UV-Crosslinker 
zweimal quervernetzt. 
Detektion der NF-B-DNA-Bindung  
Der im Kit enthaltende Blockierungspuffer und der 4 × Waschpuffer wurden auf 37° C 
vorgeheizt. Die Membranen wurden zuerst in dem Blockierungspuffer (15 Min) und 
anschließend in 20 mL Blockierungspuffer mit gelösten Streptavidin-Meerrettich Peroxidase 
Konjugat (1 : 300, 15 Min.) unter leichtem Schütteln inkubiert. In einem frischen Gefäß wurden 
die Membranen viermal mit 20 mL 1 × Wasch Puffer gewaschen, dann zuerst in einem 
Substrat-Equilibrierungs-Puffer (5 Min.) und anschließend in einer Substratlösung (Luminol-
Verstärkungslösung / stabile Peroxidase Lösung) inkubiert (5 Min.). Zur Detektion wurden die 
Membranen in Film-Kassetten platziert und das Signal auf Röntgenfilmen aufgenommen. 
  
3.5.4 Pluripotenter Stammzellen-Array 
Das Expressionsprofil von Krebsstammzellmarkern wurde mit dem pluripotenten 
Stammzellen-Array (R&D System, Minneapolis, USA) evaluiert. Die Basis des Testes stellt 
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eine Nitrocellulosemembran dar, auf der 15 Antikörper gegen bekannte 
Krebsstammzellmarker fixiert sind. Nach der Inkubation mit zellulären Extrakten werden die 
Signale mit Streptavidin und Chemilumineszenz visualisiert. Für die zelluläre Proteinextraktion 
wurden die Zellen in 10 cm Schalen ausgesät und behandelt. Am Tag der Messung wurden 
die Zellen trypsiniert und 1 × 107 Zellen pro Behandlungsgruppe in Reaktionsgefäße überführt. 
Die Suspensionen wurden zentrifugiert (5 Min., 2000 rpm, 4° C) und einmal mit 1 × PBS 
gewaschen. Das Zellpellet wurde in einem frisch zubereiteten Lyse-Puffer (Lyse-Puffer aus 
dem Kit mit den Zusätzen: 10 µg / mL Aprotinin, 10 µg / mL Leupeptin, 10 µg / mL Pepstatin) 
suspendiert und geschüttelt (30 Min., 2 – 8° C). Anschließend wurden die Proben zentrifugiert 
(5 Min., 14000 × g, 4° C) und der Überstand in frische Reaktionsgefäße überführt. Die 
Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-Kit bestimmt (siehe 3.5.2). Zur Blockierung von 
freien Bindungsstellen wurden die Membranen mit 1 mL Array-Puffer unter Schütteln inkubiert 
(60 Min.). Jede Probe wurde mit dem Array-Puffer-1 auf eine Proteinkonzentration von 100 µg 
in 1 mL Endvolumen eingestellt. Der Blockierungspuffer wurde abgesaugt und die Membranen 
mit dem proteinangereicherten Array-Puffer leicht schüttelnd inkubiert (ÜN, 2 – 8° C). Dann 
wurden jede Membranen mit 20 mL Waschpuffer und einmal mit ddH2O gespült. Anschließend 
wurden die Proben erneut dreimal mit 20 mL Waschpuffer unter leichtem Schütteln gewaschen 
(jeweils 10 Min.). Im Anschluss wurde jede Membran mit 1 mL Array-Puffer-2 / 3 und 20 µL 
des Detektion-Antikörper-Cocktails bedeckt und schüttelnd inkubiert (2 Std., in Dunkelheit). 
Die zuvor durchgeführten Waschschritte wurden wiederholt. Das Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase-Konjugat wurde mit 1 × Array-Puffer 2 / 3 gemischt und mit den Membranen unter 
Schütteln inkubiert (30 Min.). Im Anschluss wurden die Membranen in Filmkassetten platziert 
und 0,5 mL “ChemiReagent-Mix“ bedeckt. Die Signale wurden mit Röntgenfilmen 
aufgenommen und mit der ImageJ Software ausgewertet. 
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Marker Bekannte Funktion Ref. 
AFP -Fetoprotein, Krebsmarker für  das Hepatozelluläre-Karzinom, 
Keimzelltumore und metastatischen Leberkrebs . 
[64] 
Oct-3/4 Transkriptionsfaktor, reguliert die Selbsterneuerung und erhält den 
undifferenzierten Phänotyp. 
[65] 
NANOG Transkriptionsfaktor, unterstützt den Erhalt des pluripotenten 
Stammzellcharakters. 
[66] 
SOX2 Transkriptionsfaktor, bedeutend für die Selbsterneuerung und die 
Pluripotenz von Stammzellen. 
[67] 
E-
Cadherin 
Adhäsionsglykoprotein des Zell-Zell-Kontaktes, der Funktionsverlust 
führt zur verstärkten Proliferation und Invasion von Tumorzellen, ist mit 
der Krebsprogression verbunden. 
[68] 
GATA-4 Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, wichtig für die Differenzierung und 
Embryogenese, erhöhte Expression des Proteins wird mit der 
Karzinogenese verbunden.  
[69] 
HNF-3 DNA-bindendes Protein, die Fehlregulierung wird mit Entzündungen, 
der Tumorgenese und der Epithelial-mesenchymalen Transition in 
Verbindung gebracht. 
[70, 
71] 
 
PDX-1 Transkriptionsfaktor, fördert die Reprogrammierung von 
differenzierten, pankreatischen, exokrinen Mauszellen in -Zellen.  
[72] 
SOX17 Transkriptionsfaktor, unterstützt in Mäusen die embryonische Gen-
Expression und das Selbsterneuerungspotential. 
[73] 
Otx2 Transkriptionsfaktor, unterdrückt die Differenzierung von 
Medulloblastom-Zellen. 
[74] 
p63 Mitglied der p53 Familie, wichtig in der Entwicklung und Interaktion 
zwischen dem Mesenchym und dem Epithelium, der Verlust wird mit 
der Tumorgenese in Verbindung gebracht. 
[75] 
GSC Die Hemmung von Goosecoid (GSC) führt zum Erhalt des 
embryonischen Stammzellcharakters. 
[76] 
Snail Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, hemmt die E-Cadherin Expression und 
beeinflusst dadurch die Epithel-mesenchymale Transition in der 
Krebsprogression. 
[77] 
VEGF-R2 Hauptrezeptor für VEGF, reguliert die Vaskulogenese, die 
Angiogenese, die Proliferation, die Migration, das Zellüberleben und 
deren  Permeabilität. 
[78] 
hCG Peptid-Hormone, erhöht die Immuntoleranz in der Schwangerschaft 
und in Tumoren.  
[79] 
Tab. 1: Krebsstammzellmarker im pluripotenten Stammzellen-Array 
 
3.6 Immunhistochemie 
Die Arbeiten in der Immunhistochemie wurden in Zusammenarbeit mit Jury Gladkirch 
angefertigt. 
3.6.1 Vorbereitung von Gefrierschnitten von primären Geweben und Xenografts 
Das Tumorgewebe wurde direkt nach der Entnahme in O.C.T. TissueTek® Medium eingebettet 
und bei -20° C gelagert. Zur Färbung wurden 8 – 10 µm breite Gewebeschnitte im Kryostat (-
20° C) angefertigt, auf Glasträger transferiert und 1 Stunde an der Luft getrocknet.  
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3.6.2 Immunfluoreszenzfärbung gefrorener Gewebeschnitte  
Die Gewebeschnitte wurden mit eiskaltem Aceton fixiert (10 Min., RT) und dann an der Luft 
getrocknet. Anschließend wurden sie zweimal in 1 × PBS-Tween (PBS / 0.2 % Tween) und 
einmal in 1 × PBS rehydriert. Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 10 % Ziegenserum 
(30 Min.) blockiert, gefolgt von einer Inkubation mit dem ersten Antikörper in 4 % Ziegenserum. 
Dann wurden die Schnitte zweimal mit 1 × PBS-Tween und einmal mit 1 × PBS gewaschen. 
Im Anschluss wurden die Schnitte mit dem entsprechenden Alexa Fluor 594 / 488 konjugierten 
Zweitantikörper und einer DAPI-Färbungslösung bedeckt (30 Min.). Ungebundene Antikörper 
wurden durch die Wiederholung der vorangegangenen Waschschritte entfernt. Im Anschluss 
wurden die Proben mit Fluoromount G beschichtet und mit Objektgläsern bedeckt. Die Bilder 
wurden mit einer Kappa CF 20/4 Digital Farbkamera (Kapp GmbH, Gleichen, Deutschland) 
fotografiert und mit der Kappa ImageBase 2.2 Software analysiert. 
 
3.6.3 Trichromfärbung gefrorener Gewebeschnitte 
Die Morphologien der gefrorenen Gewebeschnitte wurden mit der Masson-Trichromfärbung 
analysiert. Für die Färbung wurden die Schnitte zuerst in 4 % Paraformaldehyd (10 Min.) fixiert 
und im Anschluss zweimal mit 1 × TBS und einmal mit dH2O abgewaschen. Um die 
Farbintensität zu verstärken, wurden die Proben mit einer auf 56° C vorgewärmten 
Bouin´schen Lösung (15 Min oder ÜN, RT) bedeckt. Hintereinander wurden die Proben der 
Reihe nach in normales H2O (5 Min.), dann in der Weighters Eisenhämatoxylin-Arbeitslösung 
(5 Min.), wieder in normales H2O (5 Min.) und zuletzt in dH2O (1 Min.) eingetaucht. Zum 
Anfärben des Zytoplasmas wurden die Proben mit der Biebrich-Scarlet-Säurefuchsin-Lösung 
(5 Min.) inkubiert und danach einmal mit dH2O gewaschen. Danach wurden die Proben mit 
Phosphormolybdänsäure (5 Min.) und dann mit Anilinblau-Lösung (10 Min.) bedeckt. Zur 
Detektion wurde der Überstand abgenommen und die Farbe mit 1 % Essigsäure fixiert. Die 
Schnitte wurden an der Kappa CF 20/4 Digital Farbkamera (Kapp GmbH, Gleichen, 
Deutschland) fotografiert und mit der Kappa ImageBase 2.2 Software analysiert. In der 
Färbung wird das Bindegewebe in hellblau, das Zellzytoplasma in rot und die Zellkerne in 
dunkelrot hervorgehoben.  
 
3.6.4 DAB- und AEC-Färbung 
Die gefrorenen Tumorschnitte wurden zuerst in eiskaltem Aceton (10 Min.) fixiert, gefolgt von 
einer Blockierung der freien Antikörperbindungsstellen mit einem Blockierungspuffer (10 % 
Ziegenserum, 0.5 % BSA, 0.02 % Triton-X, 30 Min., RT). Danach wurde der verdünnte eGFP-
Antikörper im selben Puffergemisch in einer angefeuchteten Kammer 
(über Nacht, 4°C) auf den Proben inkubiert. Im Anschluss wurden die endogenen Peroxidasen 
der Zellen mit 3 % H2O2 in Methanol (10 Min.) blockiert. Zur Signalverstärkung wurde entweder 
Material und Methoden 
  41 
das Diaminobenzidin (DAB)-Färbungs Kit oder das ZytoChem-Plus HRP-Polymer Kit mit 3-
Amino-9-ethylcarbazol (AEC) verwendet. Die Proben wurden mit einem mit Biotin-konjugierten 
Ziegen anti-Maus-IgG oder anti-Kaninchen-IgG in einem Standard Avidin-Biotin-Peroxidase 
Komplex-System inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte zuerst mit der DAB-Lösung oder 
AEC-Lösung (2 – 10 Min.) bedeckt und anschließend mit der Mayers Hämatoxylin-Lösung (5 
Min.) angefärbt. Zur Dehydrierung wurden die Proben in einer ansteigenden Alkoholreihe 
gewaschen, mit Xylen gespült und danach mit wasserlösliche Einbettungsmedium bedeckt. 
Die gefärbten Schnitte wurden mit dem Leica DMRB Mikroskop und der Kappa CF 20/4 DX 
Digital Farbkamera fotografiert. 
 
3.7 Xenograftmodelle in vivo  
Die in vivo Experiment auf der Maus wurden mit der Unterstützung von Dr. Jürgen Mattern 
durchgeführt. 
3.7.1 Primäres Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms  
Das primäre Tumorgewebe wurde aus duktalen Adenokarzinomen des Pankreas oder ihren 
Metastasen entnommen. Die Patientenoperationen, die Identifizierungen und die 
Klassifizierungen der Tumore wurden an der Chirurgischen Klinik Heidelberg durchgeführt. 
Kurz nach der Entnahme wurde ein kleines Stück des Tumors abgeschnitten, in ein 
sauerstoffangereichertes Medium (Oncostore) überführt und auf direktem Weg in unser Labor 
transportiert. Die Transplantationsexperimente wurden mit der Unterstützung von Dr. Jürgen 
Mattern durchgeführt. Unter sterilen Bedingungen wurde das Tumorstück mit PBS gewaschen 
und in eine Petrischale überführt. Erkennbares nicht zum Tumor gehörendes Gewebe wurde 
entfernt. Jeweils ein kleines Tumorstück wurde für eine PCR im Kryobehälter pur und für eine 
histologische Analyse in O.C.T Medium eingefroren. Der restliche Tumor wurde mit einer 
sterilen Schere zerschnitten und mit 1 – 2 mL DMEM-Medium zu einem Brei verarbeitet. Bei 
der Tumorzerkleinerung wurde keine enzymatische Verdauung vorgenommen. Mit einer 1 ml 
Spritze und mit einer 18G x 1 ½ Nadel wurde der Tumorbrei subkutan in 2 BALBc nu / nu Mäuse 
in beide Flanken injiziert. Das Tumorwachstum wurde regelmäßig mit einem Messschieber 
gemessen und das Tumorvolumen nach der Formel: Volumen (V) = 1 / 2 (Länge × Weite2) 
berechnet. Der Patiententumor wurde als P0 (Passage 0) und die Xenograftpassagen (Pn) mit 
ansteigender Nummerierung gekennzeichnet. Sobald die Xenografts ein Volumen von 800 
mm3 erreicht hatten, wurden die Mäuse getötet und die Tumore steril entnommen. Im 
Anschluss wurde der Tumor wie zuvor beschrieben zu einem Brei verarbeitet und diesmal zur 
Expansion auf 4 BALBc nu / nu Mäuse transplantiert. Für jede Passage wurde ein Anteil des 
Tumorbreies bei -148° C eingefroren, sowie ein kleines Stückchen des Gewebes zur 
immunhistologischen Auswertung in O.C.T. Medium eingebettet und bei -20° C eingefroren. 
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Abb. 7: Schematische Darstellung des primären Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms 
1) Tumorgewebe von 19 Patienten mit PDA wurde von den Chirurgen entnommen und auf direktem 
Wege ins Labor transportiert. 2) Unter sterilen Bedingungen wurde das Tumorgewebe mit einer Schere 
zu einem Brei verarbeitet. 3) Anschließend wurde der Tumorbrei in 1 - 2 Mäuse injiziert. 4) Engraftete 
Xenografts wurden bei einer Größe von 800 mm3 reseziert, wie zuvor zu einem Brei verarbeitet und auf 
einer höheren Anzahl an Mäusen expandiert. 
 
3.7.2 Ko-Transplantationsmodell 
Um den Effekt von MSZ auf das Tumorwachstum zu untersuchen, wurden humane MSZ und 
humane primäre Tumorzellen ko-transplantiert. Wie zuvor für das Xenograftmodell 
beschrieben, wurden die Xenografts bei einem Volumen von 800 mm3 entnommen und der 
Tumor mit einer Schere zu einem Brei verarbeitet. Um eine problemlose Injektion und 
Vermischung mit MSZ zu garantieren, wurde die Tumormasse mehrmals durch eine sterile 
Spritze und Nadel gezogen. Zeitgleich mit der Tumorresezierung wurden die MSZ trypsiniert 
und die Zelldichte bestimmt. Anhand des Tumorbreivolumens wurde die Anzahl an möglichen 
Injektionen kalkuliert. In sterilen Reaktionsgefäßen wurde die Hälfte des Tumorbreis mit 5 × 
105 MSZ × Anzahl an Tumorinjektionen vermischt. Die Suspensionen, mit und ohne MSZ, 
wurden zentrifugiert (5 Min., 240 × g, RT) und das Pellet in 200 µL Normalmedium × Anzahl 
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an Tumorinjektionen gelöst. Der Tumorbrei wurde in 2 – 4 BALBc nu / nu Mäuse injiziert, wobei 
in jede Maus die Tumorzellen auf der linken Flankenseite ohne MSZ und auf der rechten Seite 
plus MSZ injiziert wurde. Die Tumorlatenzzeit und das Wachstum wurden regelmäßig mit 
einem Messschieber kontrolliert und das Tumorvolumen nach der Formel: V = 1 / 2 (Länge × 
Weite2) bestimmt. 
 
 
Abb. 8: Ko-Transplantationsmodell 
Primäres Tumorgewebe wurde zu einem Brei 
verarbeitet. Die Hälfte der Gewebemasse wurde mit 
humanen MSZ vermischt und subkutan, auf einer 
Flankenseite minus MSZ und auf der 
gegenüberliegenden Flankenseite plus MSZ, in 
BALBC nu / nu Mäuse injiziert 
 
 
 
3.7.3 Untersuchung der Wanderungseigenschaften von MSZ im Ko-
Transplantationsmodell 
Zur Untersuchung, ob ko-transplantierte MSZ in den gegenüberliegenden Tumor ohne MSZ 
abwandern, wurden MSZ mit einem rekombinanten eGFP-Lentivirus (pll3.7) markiert. Nach 
der Selektion mit Puromycin wurde die effektive Anreicherung der transduzierten MSZ mittels 
Durchflusszytometrie bestätigt. Die primären Xenografts wurden analog zu 4.4.1 entnommen 
und zu einem Brei verarbeitet. Zeitgleich wurden die transduzierten MSZ trypsiniert und die 
Zelldichte bestimmt. Der Tumorbrei wurde in einem Volumen von 100 µL / Tumorinjektion 
subkutan in die Flanken von BALBC nu / nu Mäuse injiziert. Zur Kontrolle wurde in 6 Mäusen 
auf beiden Flankenseite nur Tumorbrei ohne MSZ injiziert. In 10 Mäuse wurden auf einer Seite 
Tumorbrei ohne MSZ und auf der gegenüberliegenden Seite der Tumorbrei mit eGFP 
markierten MSZ injiziert. Die Tumorlatenzzeit und das Wachstum wurden regelmäßig 
kontrolliert. Das Tumorvolumen wurde mit der Formel: V = 1 / 2 (Länge × Weite2) berechnet. 
Nach 4 Wochen wurden die Tumore entnommen und nach der Einbettung in O.C.T. Medium 
das eGFP-Signal mit der DAB- und AEC-Färbung bestimmt. 
 
3.7.4 Transplantation von Tumorzellen auf befruchtete Hühnereier 
Vergleichbar mit Transplantationen in Mäuse können Tumorzellen auf die 
Chorioallantoismembran (CAM) von befruchteten Hühnereiern transplantiert werden. In 
unserem Labor wird der Test mit einigen Modifizierungen analog dem Protokoll von Balke et 
al. angewendet [80]. Die befruchteten Leghorn-Hühnereier (Geflügelzucht Hockenberger, 
Eppingen, Deutschland) wurden in feuchter Atmosphäre 45 – 55 % bei 37,8° C in digitalen 
 
  
 plus MSZ minus MSZ 
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Motorbrütern Type 168/D (Siepmann GmbH, Herdecke, Deutschland) gehalten. Am 4 Tag der 
embryonalen Entwicklung wurde am schmalen Ende der Eier ein kleines Well geklopft und zur 
Absetzung der CAM von der Schale mit einer Spritze 2 – 3 mL des Albumen entfernt. An der 
länglichen Eierseite wurde vorsichtig mit einer Schere ein in kleines Fenster geschnitten, mit 
einem Leukosil Tape verschlossen und die so präparierten Eier mit dem Fenster nach oben 
ausgerichtet wieder in den Brüter gelegt. Am Tag 8 der Embryonalentwicklung wurden 
schmale handgeschnittene Ringe aus Thermanox™ Bedeckungsscheiben (ThermoScientific, 
Deutschland) hergestellt und auf der CAM der Eier platziert. Mit einer dünnen Nadel wurde die 
CAM in den Ringen leicht angekratzt. Für die Tumorzelltransplantation wurden PC3 Zellen in 
T150-Flaschen nach der Therapiestrategie mit SF (10 µM) und TRAIL (5 ng / mL) behandelt. 
Am Transplantationstag wurden die Zellen trypsiniert und die Zelldichte bestimmt. Die 
Embryonen in den Eiern wurden auf ihre Vitalität überprüft und für jede Gruppe 10 Eier 
ausgesucht. In jedes Ei wurden 1 × 106 Tumorzellen in 25 µL Suspension, bestehend aus 
Medium und Matrigel (1 : 1), transplantiert. Die Fenster wurden mit einem frischen Tape 
versiegelt und in dem Motorbrüter inkubiert. Am Tag 18 wurde zur Tumorentnahme das 
Fenster mit einer Schere vergrößert. Dann wurde die CAM vorsichtig mit einer Pinzette 
angehoben und der Tumor mit einer Schere herausgeschnitten. Die Bildung und das Volumen 
der Tumor wurde bestimmt. Eier mit toten Embryonen wurden in der Auswertung 
ausgeschlossen. Das Tumorgewebe wurde in Tumor O.C.T. Medium eingebettet und 
eingefroren. Die Embryonen wurden mit 100 – 150 µL Narcoten getötet. Das Tumorvolumen 
wurde nach der Formel V = 4 / 3 *  * r3 (Radius (r) = 1 / 2 * mm2 *Durchmesser2) bestimmt. 
[80]  
 
3.8 Statistische Auswertung 
Die quantitativen Daten der Arbeit wurden auf ihre normale Standardabweichung getestet und 
die Ergebnisse wurden als Mittelwerte ± SD dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mit 
dem Student t-Test geprüft. Ein p-Varianz von p <0.05 wurde als signifikant (*) und p <0.001 
als hoch signifikant (**) bewertet. 
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4.Ergebnisse 
4.1 Untersuchung von Krebsstammzelleigenschaften nach einer 
Kombinationsbehandlung mit Sulforaphan und TRAIL im hormon-
unabhängigen Prostatakarzinom 
4.1.1 Zytotoxische Wirkung von SF und TRAIL im hormon-unabhängigen 
Prostatakarzinom 
Die spezifische Apoptose-Einleitung in Krebszellen und die geringen Nebenwirkungen in 
Normalzellen machen TRAIL zu einem bedeutenden neuen Medikament in der Krebstherapie. 
Trotz der bisher erreichten Erfolge deuten aktuelle Studien darauf hin, dass KSZ eine 
Resistenz gegenüber TRAIL besitzen. Um den Einfluss einer Behandlung mit  TRAIL alleine 
und in Kombination mit SF auf KSZ zu untersuchen, wurden die hormon-unabhängigen 
Prostatakarzinom Zelllinien DU145 und PC3 verwendet. Beide Zelllinien besitzen einen hohen 
Anteil an Krebsstammzellcharakteristika [81, 82]. Die angewendete Therapiestrategie 
stammte aus einer vorangegangenen Publikation [58]. Nach der Therapiestrategie wurden die 
Zellen zuerst für 24 Std. mit SF und anschließend zusätzlich für 24 Std. mit TRAIL behandelt. 
Zur Kontrolle wurden die Tumorzellen entweder nur mit SF oder TRAIL alleine oder nicht 
behandelt. Um den zytotoxischen Effekt von TRAIL zu untersuchen, wurden DU145- und PC3-
Zellen in einer 48-Well-Platte ausgesät, nach den Zeitpunkten der Therapiestrategie SF (10, 
20 µM) und TRAIL (5, 10, 20 ng / mL) zugefügt und anschließend vitale Zellen mit Kristallviolett 
angefärbt (Abb. 9A). Anhand der violetten Farbintensität wurde die toxische Wirkung auf die 
Zellen abgeschätzt. Die starke violette Farbintensität in der unbehandelten Kontrollgruppe 
deutet auf einen dichten vitalen Zellrasen hin. Die Einzelbehandlungen zeigten mit steigender 
Behandlungskonzentration eine abgeschwächte Farbintensität, was auf eine Reduktion der 
Zellzahl schließen lässt. Die schwächste Farbintensität und damit auch den stärksten 
zytotoxischen Effekt wies in allen Konzentrationen die Kombinationsbehandlung mit SF und 
TRAIL auf. Für weitere Behandlungen wurde die Konzentrationen von SF 10 µM und TRAIL 5 
ng / mL ausgewählt. Um die Zytotoxizität weiter zu evaluieren, wurde ein MTT-Test 
durchgeführt (Abb. 9B). Erneut wurden die Zellen entsprechend der Therapiestrategie mit SF 
(10 µM) und TRAIL (5 ng / mL) behandelt. Die Einzelbehandlung mit TRAIL zeigte in beiden 
Zelllinien eine signifikante Reduzierung der Viabilität. Dieser Effekt konnte mit der 
Kombinationsbehandlung weiter signifikant verstärkt werden.  
Um den weiteren Einfluss auf die Zellen zu definieren, wurde die frühe Phase der Apoptose-
Einleitung mittels Durchflusszytometrie und Annexin-V-Färbung evaluiert (Abb. 9C). PC3- und 
DU145-Zellen wurden für eine Dreifachbestimmung in 6-Well-Platten ausgesät und 
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anschließend entsprechend der Therapiestrategie mit SF (10 µM) und TRAIL (5 ng / mL) 
behandelt. Im Vergleich zu Kontrolle zeigte die TRAIL Behandlung nur eine leichte Steigerung 
der Apoptoserate um 4 % in PC3-Zellen und in DU145-Zellen. SF induzierte in  
30 % der DU145-Zellen und in 25 % der PC3-Zellen eine Apoptose. Im Vergleich zu der TRAIL-
Behandlung und der Kontrolle zeigte die Kombinationstherapie eine signifikante Steigerung 
der Apoptoserate. Zusammenfassend weisen die Zytotoxizitätsmessungen darauf hin, dass 
SF den Effekt einer TRAIL-Behandlung verstärkt. 
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Abb. 9: Sulforaphan steigert die zytotoxische Wirkung von TRAIL (TR) im hormon-unabhängigen 
Prostatakarzinom 
 A) PC3- und DU145-Zellen wurden in 48-Well-Platten ausgesät und mit SF (10, 20 µM) und TR (5, 10, 
20 ng / mL) entsprechend der Therapiestrategie behandelt oder unbehandelt gelassen (-). Anschließen 
wurde die Zytotoxizität der Behandlungen mit der Kristallviolettfärbung beurteilt. B) PC3- und DU145-
Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesät und nach der Therapiestrategie mit SF (10 µM) und TR (5 
ng / mL) behandelt. Die Viabilität der Zellen wurde mit dem MTT-Test analysiert. C) DU145- und PC3-
Zellen wurden entsprechend der Therapiestrategie mit SF (10 µM) und TR (5 ng / mL) behandelt. Die 
Apoptose-Induktion wurde mit der Annexin-V-Färbung und der Durchflusszytometrie untersucht 
Ergebnisse Teil 1 
  48 
4.1.2 Einfluss von SF und TRAIL auf stammzellspezifische Teilungseigenschaften im 
hormon-unabhängigen Prostatakarzinom 
Eine charakteristische Eigenschaft von Stammzellen ist es, sich als einzelne Zelle klonogen 
zu teilen und Kolonien bilden zu können. Um zu analysieren, ob die Behandlung einen Einfluss 
auf das klonogene Wachstum von KSZ hat, wurde der Koloniebildungstest durchgeführt. Die 
Zellen wurden gemäß der Therapiestrategie mit SF (10 µM) und / oder TRAIL (5 ng / mL) 
behandelt und anschließend in klonaler Dichte ausgesät. Die Kolonien wurden nach 8 Tagen 
(PC3) und 14 Tagen (DU145) angefärbt (Abb. 10A). TRAIL zeigte keinen Effekt auf die 
Koloniebildung, SF senkte dagegen signifikant die Koloniebildung um 55 % in DU145-Zellen 
und um 60 % in PC3-Zellen. Im Vergleich zur SF Behandlung konnte mit der 
Kombinationsbehandlung die Anzahl an Kolonien nochmals signifikant gesenkt werden. 
Die Pluripotenz und das daraus resultierende Differenzierungspotential ist eine weitere 
Eigenschaft von KSZ. Eine aktuelle Studie konnte KSZ in PC3- und DU145-Zellen mit einer 
Differenzierung zu Adipozyten identifizieren [24]. Analog zu den Versuchen wurden in dieser 
Studie DU145-und PC3-Zellen entsprechend der Therapiestrategie behandelt und 
anschließend im adipogenen Differenzierungsmedium kultiviert. Die adipogenen 
Kultivierungsbedingungen führten in der Mehrzahl der PC3-Zellen zum Zelltod, jedoch konnte 
kein Einfluss auf die Viabilität von DU145-Zellen beobachtet werden. Infolgedessen hafteten 
nach 3 Wochen nur noch vereinzelte PC3-Zellen auf den Platten, hingegen hatte sich ein 
dichter Zellrasen von DU145-Zellen gebildet. Die Bildung von Adipozyten wurde mit der „Red 
Oil O“-Färbung analysiert (Abb. 10B). Unbehandelte DU145- und PC3-Zellen zeigten eine 
deutliche Adipozyten-Differenzierung, In den Einzelbehandlungen und in der 
Kombinationsbehandlung konnte dagegen entweder keine oder nur eine sehr geringe 
Adipozyten-Differenzierung detektiert werden. 
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Abb. 10: Die Kombinationsbehandlung inhibiert stammzellspezifische Teilungseigenschaften im 
hormon-unabhängigen Prostatakarzinom I 
 A) DU145- und PC3-Zellen wurden entsprechend der Therapiestrategie mit SF (10 µM) und TR (5 ng / 
mL) behandelt. Im Anschluss wurden viable Zellen in klonaler Zelldichte (500 Z / Well) in 6-Well-Platten 
ausgesät und nach 1 – 2 Wo die Koloniebildung festgestellt. Das Diagramm zeigt den Anteil an 
koloniebildenden Zellen und die Bilder darunter die mit Coomassie-Blau angefärbten Kolonien. B) 
DU145- und PC3-Zellen wurden in Normalmedium ausgesät und mit der Therapiestrategie behandelt. 
Vierundzwanzig Std. später wurde das Medium durch AdipoDiff Medium ersetzt. Nach 21 Tagen wurden 
gebildete Fett-Tröpfchen (rote Pfeile) als Marker für Adipozyten mit „Red Oil O“ angefärbt. 
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Weiter wurde der Einfluss der Therapiestrategie auf das Selbsterneuerungspotential im 
Sphäroidbildungstest untersucht. Bei diesem Test wird die Teilung von Zellen mit 
Selbsterneuerungspotential durch eine Zugabe von Wachstumsfaktoren und der Kultivierung 
auf Platten mit geringer Adhäsionskraft unterstützt. Für den Test wurden DU145- und PC3-
Zellen nach der Therapiestrategie behandelt und anschließen in klonogener Zellzahl (500 
Zellen / Well) in 12-Well-Platten mit geringer Adhäsionskraft ausgesät (Abb. 11A). Im Vergleich 
zur Kontrolle minderte die Behandlung mit SF die Sphäroidbildung auf 72 % in DU145-Zellen 
und auf 85 % in PC3-Zellen. Nach einer Behandlung mit TRAIL zeigten 83 % der PC3-Zellen 
ein sphäroidisches Wachstum und interessanterweise 138 % der DU145-Zellen. Die 
Kombinationsbehandlung verringerte die Sphäroidbildung auf 42 % in DU145-Zellen und auf 
72 % in PC3-Zellen. Die Sphäroiden-Zellen der ersten Generation wurden erneut unter den 
zuvor angegebenen Bedingungen ausgesät. In der zweiten Generation von Sphäroiden 
zeigten die Zellen der Einzelbehandlungen nur noch eine schwache Inhibierung des 
Selbsterneuerungspotentials. In der Kombinationsbehandlungsgruppe konnten dagegen 
keine Sphäroide mehr identifiziert werden. 
In einem weiteren Sphäroidbildungstest wurde die Auswirkung der Behandlung auf eine 
angereicherte KSZ-Population untersucht. Dafür wurden unbehandelte PC3- und DU145-
Zellen im Sphäroid-Medium in Platten mit geringer Adhäsionskraft ausgesät. Nachdem sich 
vollständige Sphäroide gebildet hatten, wurden diese nach der Therapiestrategie mit SF (10 
µM) und TRAIL (5 ng / mL) behandelt. (Abb. 11B). Sulforaphan reduzierte den Anteil an 
Sphäroiden-Zellen auf 50 % in Du145 und auf 41 % in PC3, während TRAIL den Anteil an 
Sphäroiden-Zellen auf 117 % in DU145 und auf 124 % in PC3 erhöhte. Bemerkenswerter 
Weise eliminierte die Kombinationsbehandlung alle Sphäroiden-Zellen in DU145-Zellen und 
99 % der PC3-Zellen.  
Zusammenfassend lässt sich aus der Betrachtung von KSZ-spezifischen 
Teilungseigenschaften schlussfolgern, dass die Kombinationsbehandlung sowohl die 
klonogene Teilung, als auch das Differenzierungs- und das Selbsterneuerungspotential 
effektiv inhibieren kann. 
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Abb. 11: Die Kombinationsbehandlung inhibiert stammzellspezifische Teilungseigenschaften im 
hormon-unabhängigen Prostatakarzinom II 
 A) Inhibierung der Sphäroidbildung: DU145- und PC3-Zellen wurden gemäß der Therapiestrategie mit 
SF (10 µM) und TRAIL (5 ng / mL) behandelt. Im Anschluss wurden viablen Zellen in klonaler Dichte 
unter sphäroidbildenden Kultivierungsbedingungen ausgesät. Nach Evaluation der ersten Generation 
von Sphäroiden-Zellen (oberste Reihe) wurden viable Zellen zur Bildung von Sphäroiden der zweiten 
Generation ausgesät (mittlere Reihe). Die Bilder visualisieren repräsentative Sphäroide der zweiten 
Generation (unterste Reihe). B) Eliminierung sphäroidisch angereicherten KSZ: DU145- und PC3-
Zellen wurden unter sphäroidbildenden Bedingungen ausgesät. Nachdem sich sichtbare Sphäroide 
formiert hatten, wurde diese nach der Therapiestrategie behandelt. Sieben Tage später wurde die 
Anzahl verbliebener Zellen mit der Neubauerkammer und mit Trypanblau-Lösung bestimmt. Wegen 
einer hohen Standardabweichung in der Kontrolle konnte keine Signifikanz errechnet werden. 
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4.1.3 Wirkung der Kombinationsbehandlung auf stammzellrelevante Signalwege 
Es wird angenommen, dass verschiedene regulatorische Signalwege von normalen 
Stammzellen auch in KSZ aktiv sind und ihre biologische Aktivität steuern. In einem 
pluripotenten Stammzellen-Array wurde der Einfluss der Behandlung auf die Stammzell-
Signalwege untersucht (Abb. 12A). Die Behandlung mit SF hatte überwiegen eine starke 
inhibierende Wirkung auf verschiedene regulatorische Proteine des Stammzellen-Array (siehe 
3.5.4). Entgegen zeigte die Behandlung mit TRAIL nur in wenigen Fällen eine Veränderung 
der stammzellrelevanten Proteinexpression. Die Kombinationsbehandlung bewirkte eine 
Inhibierung von wichtigen Markern der Krebsprogression (AFP, HNF-3b, Tp63, Snail, HCG), 
der Epithelial-mesenchymalen Transition (HNF-3b, Snail) und Proteine die die Pluripotenz in 
den Zellen erhalten (PDX-1, GATA-4, Oct-3/4, Otx-2, GSC) siehe. 
 Um weiter die Wirkung auf KSZ zu analysieren, wurde die enzymatische Aktivität von ALDH1 
in PC3-Zellen gemessen (Abb. 12B). ALDH1 ist ein Schutzenzym in Stammzellen und gilt als 
Resistenzfaktor und KSZ-Marker. Die Behandlung mit SF reduzierte signifikant den Anteil an 
Zellen mit einer hohen ALDH1-Aktivität, dagegen erhöhte die Behandlung mit TRAIL den Anteil 
an ALDH1-positiven Zellen. Im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit SF konnte die 
Kombinationsbehandlung den Anteil an ALDH1-positiven Zellen nochmals signifikant senken.  
Um weiter den Einfluss auf KSZ-spezifische Proteinexpressionen zu untersuchen, wurde die 
DNA-Bindungsaktivität des Resistenzfaktors NF-B mit dem EMSA gemessen (Abb. 12C). Die 
Behandlung mit SF hatte eine Hemmung des NF-B-Signals zur Folge. Im Gegensatz dazu 
stieg durch die TRAIL-Behandlung die Signalintensität. Wie zuvor hatte die 
Kombinationsbehandlung den stärksten Einfluss auf die KSZ-Marker-Aktivität und blockierte 
fast vollständig das NF-B-Signal. 
Zusammengefasst deuteten die Untersuchungen der Proteinexpressionen darauf hin, dass die 
Kombinationsbehandlung bedeutende stammzellspezifische Signalwege in den Krebszellen 
blockieren konnte. Zudem ließen die Ergebnisse vermuten, dass SF der ausschlaggebende 
Faktor in der Proteinregulation war und TRAIL gegenteilig eine Induktion von 
Resistenzmechanismen verursachte. 
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Abb. 12: Die Kombination mit Sulforaphan blockiert stammzellenrelevante Signalwege 
A) PC3-Zellen wurden nach der Therapiestrategie behandelt und anschließend die zellulären Proteine 
nach den Anweisungen des pluripotenten Stammzellen-Array zur Proteinextraktion aufgearbeitet. Die 
Ergebnisse wurden mit der Image J Software und nach den Anweisungen des Array Kits ausgewertet. 
Dargestellt sind in der Grafik die Pixeldichte der einzelnen Messungen in Bezug auf die positive 
Kontrolle und darüber die entstandenen Membranen des Arrays. B) PC3-Zellen wurden nach der 
Therapiestrategie behandelt und anschließend die ALDH1-Aktivität mit dem ALDEFLUOR Kit in der 
Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz an ALDH1-positiven Zellen 
(Gesamtzellzahl = 100 %) C) PC3- und DU145-Zellen wurden nach der Therapiestrategie behandelt 
und anschließend die zellulären, nuklearen Extrakte mit dem NucBuster Kit extrahiert. Die NF-B 
Aktivität in den Zellen wurde mit dem nicht-isotopen EMSA evaluiert.  
 
4.1.4 Die Kombinationsbehandlung inhibiert die Tumorigenität in vivo 
Um die Erkenntnisse aus den in vitro Ergebnissen zu unterstützen, wurde ein 
Transplantationsmodell in befruchteten Hühnereiern durchgeführt. Für den Versuch wurden 
PC3-Zellen nach der Therapiestrategie behandelt und anschließend auf die 
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Chorioallantoismembran befruchteter Hühnereier transplantiert. Nach 14 Tagen Wachstum 
wurden die Tumorbildung und das Tumorvolumen erfasst (Abb. 13). Unbehandelte PC3 Zellen 
bildeten in 80 % der Transplantationen einen Tumor mit einer Volumenvarianz zwischen 30 
mm3 und 121 mm3. Die Behandlung mit SF reduzierte die Tumorbildung auf 40 %, mit einer 
Tumorvarianz zwischen 6 mm3 und 17 mm3. TRAIL reduzierte die Tumorbildung auf 37 % mit 
einer Volumenvarianz zwischen 11 mm3 und 134 mm3. Analog zu den in vitro Ergebnissen 
zeigte die Kombinationsbehandlung die stärksten Hemmung der Tumorbildung. Bei der 
Resektion konnte nur ein Tumor (13 %) mit einem Volumen von 7 mm3 detektiert werden.  
Die Ergebnisse aus dem Transplantationsexperiment sind ein Hinweis darauf, dass die 
Kombinationsbehandlung effektiv die Tumorigenität in den Zelllinien hemmen kann.  
 
 
Abb. 13: Die Kombinations-
behandlung inhibiert die 
Tumorigenität in vivo  
PC3-Zellen wurden nach der 
Therapiestrategie behandelt, und 
anschließend wurden viable Zellen auf 
die CAM befruchteter Hühnereier 
transplantiert. Nach 14 Tagen 
Wachstum wurden die Tumore 
reseziert und die Tumorbildung und 
das Tumorvolumen ermittelt. In der 
Grafik sind mit den Punkten die 
einzelnen Tumorvolumen dargestellt, 
sowie mit dem Balken das mittlere 
Tumorvolumen der zugehörigen 
Gruppe.  
 
 
4.1.5 Auswirkung einer Kombination aus Sulforaphan und einem TRAIL exprimierenden 
onkolytischen Adenovirus auf den Krebsstammzellcharakter 
Um eine potentielle Therapiemöglichkeit von SF und TRAIL zu untersuchen, wurden PC3-
Zellen mit einem TRAIL-exprimierenden onkolytischen Adenovirus (adTR) oder einem nicht 
TRAIL-exprimierenden Kontrollvirus (adIL) infiziert, mit / ohne eine zusätzliche Behandlung mit 
SF (10 µM). Um die zytotoxische Wirkung einzuschätzen, wurde ein MTT-Test durchgeführt 
(Abb. 14A). Die Ergebnisse zeigten, dass die Behandlung 10 TCID 50 adTR die Viabilität der 
Zellen um 60 % senken konnte. Die Zugabe von SF erreichte keinen therapiesteigernden 
Effekt. Bei einer Viruskonzentration von 5 TCID 50 adTR wurde die Viabilität um 30 % gesenkt. 
In dieser Konzentration konnte mit einer zusätzlichen SF Behandlung der Effekt um 10 % 
gesteigert werden. Das Kontrollvirus zeigte eine vergleichbare zytotoxische Wirkung auf die 
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Zellen wie das TRAIL-exprimierende onkolytische Adenovirus. Auch die zusätzliche  
Behandlung mit SF konnte keine deutliche Therapiesteigerung erreichen.  
Um weiter die Wirkung der onkolytischen Viren auf KSZ-Charakteristika zu analysieren wurden 
PC3-Zellen für 24 Std. mit SF 10 µM und dem adTR Virus behandelt und anschließend zur 
Koloniebildung ausgesät (Abb. 14B). Nach einem ersten Versuch wurde die 
Viruskonzentration auf 1 TCID 50 adTR verkleinert, da nach einer Behandlung mit 5 TCID 50 
adTR keine Kolonien gebildet wurden (Daten nicht gezeigt). Nach einer Woche betrug die 
Plattierungseffizienz in der Kontrolle (KO) 12 %, in der Einzelbehandlung mit adTR 2 % und in 
der Kombinationsbehandlung mit SF (adTR + SF) 1 %. Die Behandlung mit dem Kontrollvirus 
(adIL) zeigte interessanterweise einen gleich starken Effekt wie adTR auf die Koloniebildung. 
Zusammenfassend deuten die Versuche darauf hin, dass mit der zusätzlichen  
SF-Behandlung nur eine geringe Steigerung der Einzelwirkung TRAIL-exprimierender 
onkolytischer Adenoviren erreicht werden kann. Auf Grund der geringen Wirkung der 
Kombinationstherapie und des Endes des Projektes wurden keine weiteren Versuche 
durchgeführt. 
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 Abb. 14: Sulforaphan steigert nur gering die therapeutische Wirkung von TRAIL- 
exprimierenden onkolytischen Adenoviren 
A) PC3-Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesät und anschließend mit dem TRAIL-exprimierenden 
Onkolytischen Adenovirus oder mit dem nicht TRAIL exprimierenden Kontrollvirus infiziert mit oder 
ohne eine Zugabe von SF (10 µM). Nach 24 Std. wurden zur Kontrolle unbehandelte oder mit SF-
behandelte Zellen mit dem löslichen TRAIL-Protein (5 ng / mL) behandelt. Weitere 24 Std. später 
wurde die Viabilität der Zellen mit dem MTT-Test überprüft. B) Nach der Aussaat wurden PC3-Zellen 
mit einem TRAIL-exprimierenden Adenovirus adTR 1 (1 TCID 50) oder einem Kontrollvirus adIL 1 (1 
TCID 50), mit oder ohne eine zusätzliche Behandlung mit SF (10 µM), infiziert. Nach 24 Std. wurden 
viable Zellen in klonogener Zellzahl (500 Zellen / Well) in 6-Well-Platten in Normalmedium ausgesät. 
Nach einer Woche wurde die Koloniebildung mit der Coomassie-Blau Färbung evaluiert. In der Grafik 
ist die Plattierungseffizienz dargestellt, sowie daneben Fotos der angefärbten Kolonien.  
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4.2 Beeinflussung von Krebsstammzellen im primären Xenograftmodell 
des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas 
4.2.1 Entwicklung, Anwachsrate und Wachstumseigenschaften im primären 
Xenograftmodell 
Um das Tumormodell aufzustellen, wurde mit der allgemeinen Chirurgie des 
Universitätsklinikums Heidelberg kooperiert. Die Patiententumore wurden von den Chirurgen 
entnommen und von den Ärzten und dem Gewebedienst klassifiziert. Nach der 
Einverständniserklärung der Patienten wurde ein kleines Stück des entnommen 
Patiententumors (P0) in einem sauerstoffangereicherten Gewebemedium (Oncostore) 
überführt und zur Transplantation in unser Labor gebracht. Dort wurde der Tumor ohne 
Zeitverzögerung weiterverarbeitet und subkutan in BALBc nu / nu Mäuse transplantiert. Dies 
führte zum Anwachsen des ersten Tumors (PDA 1). In den folgenden 18 Transplantationen 
wurde eine Anwachsrate von 50 % der Tumore erreicht. In der Tabelle (Tab. 2) sind das 
Geschlecht und das Alter des Patienten aufgeführt, sowie die histologische Einordnung, die 
Klassifizierung und das Engraftment (+) / nicht Engraftment (-) des Tumors. Das 
durchschnittliche Patientenalter am Tag der Operation betrug 61,8 Jahre. Es gab keinen 
auffälligen Unterschied in der Tumorinzidenz zwischen Männern und Frauen. Die 
überwiegenden Anteile an Tumoren wurden als PDA klassifiziert. Alle PDA waren nach der 
TNM-Klassifikation (pT3) nicht mehr lokal begrenzt und hatten sich in die Milz, den Magen, 
den Dickdarm und/oder in die Blutgefäße ausgedehnt. Zudem zeigten alle Patienten einen 
Befall von Lymphknoten (pN1). Der Differenzierungsgrad der PDA schwankte zwischen mäßig 
differenziert (G2) und schlecht differenziert (G3), hatte jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf 
das Anwachsen des Tumorgewebes.  
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Nr. 
Geschlech
t 
 Alter 
(Jahre) 
Histologische 
Einordnung (WHO) 
pTNM, Grad 
Engraftment (+) / 
kein Engraftment (-
) 
1 W 70 PDA Nicht definiert + 
2 W 61 PDA pT3, pN1, G3 - 
3 W 65 PDA Nicht definiert - 
4 W 79 PDA pT3, pN1, G2 - 
5 M 55 PDA pT3, pN1, G3 + 
6 W 51 PDA pT3, pN1, G3 + 
7 M 53 PDA pT3, pN1,pM1 + 
8 W 52 Rezidiv PDA pT3, pN1, G3 - 
9 M 58 PDA+ Metastase Nicht definiert - 
10 W 59 PDA pT3, pN1, G2 + 
11 M 77 PDA pT3, pN1, G2 - 
12 M 40 PDA pT3, pN1, G2 + 
13 W 63 PDA +Metastase pT3, pN1, G2 + 
14 W 61 Karzinom pT3, pN1, G2 - 
15 M 63 Leber Metastase pT3, pN1, G3 + 
16 M 63 PDA pT3, pN1, G2 + 
17 M 71 PDA pT3, pN1, G2 - 
18 M 73 PDA pT3, pN1, G2 - 
 
Tab. 2: Patienten- und Tumordaten des primären Xenograftmodells 
Frisch isoliertes Tumormaterial von Patienten mit PDA wurde auf 18 BALBc nu / nu Mäuse transplantiert. 
In der Tabelle sind das Geschlecht, das Alter der Patienten, sowie die histologische Einordnung, die 
Klassifizierung und das Engraftment (+) / nicht Engraftment (-) der PDA dargestellt. 
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4.2.2 Morphologien der Xenografts  
Um den zellulären Aufbau der Patiententumore (P0) mit dem der Xenografts zu vergleichen, 
wurden histologische Schnitte des Tumorgewebes angefertigt und diese mit der 
Trichromfärbung analysiert. Auf den Bildern sind exemplarisch die Morphologien der 
Patiententumore PDA 12 und PDA 13 und ihren folgenden Passagen (P1 – P7) dargestellt 
(Abb. 15; Färbungen der restlichen Xenografts befinden sich im Anhang der Dissertation). 
Bestätigend zu der bereits bekannten Einstufung zeigten die Patiententumore von PDA 12 
und PDA 13 den zellulären Aufbau von moderaten differenzierten PDA (G2), mit einer 
charakteristischen Mischung aus mittelgroßen Drüsen und schlauchförmigen Strukturen 
variabler Form, die in einer Matrix aus Stroma eingebettet sind [83]. Die Färbungen zeigen, 
dass die Xenografts eine mit dem Originaltumor vergleichbare Morphologie hatten. Alle 
Tumore besaßen drüsenartige Zellstrukturen und eine stromale Matrix. Bei genauerer 
Betrachtung konnte lediglich eine leichte Reduzierung des Tumorstromas und im Gegenzug 
eine Verdichtung von Drüsenstrukturen und Auftreten vereinzelter maligner Zellnester 
erkannt werden.  
Zusammenfassend kann aus dem Ergebnis geschlossen werden, dass die Morphologien der 
Originaltumore in den Xenografts wiedergespiegelt wurden.  
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Abb. 15: Die Morphologie des Originaltumors bleibt im primären Xenograftmodell des Pankreas 
erhalten 
Von den Patiententumoren (P0) von PDA 12 und PDA 13 und seinen Xenografts (P1 – P7) wurde die 
Morphologie mit der Trichromfärbung analysiert. Die Bilder zeigen repräsentative Fotos der angefärbten 
Xenografts (hellrot = Zytoplasma, dunkelrot = Zellkern, blau = Kollagenes Bindegewebe). 
4.2.3 Einfluss auf Krebsstammzellen  
 Um die Auswirkung der Tumortransplantationen auf den KSZ-Charakter zu untersuchen, 
wurden in den Patiententumoren (P0) und in den Xenografts der KSZ-Marker c-Met mit der 
Immunhistologie evaluiert (Abb. 16; Tab.3). Während im P0 von PDA 12 ein Anteil von 4 % 
und im P0 von PDA 13 ein Anteil von 18 % der Zellen als c-Met-positiv diagnostiziert wurden, 
stieg der Anteil an KSZ-Marker-positiven Zellen mit den Passagen an. Infolge konnte in der 
siebten Passage (P7) in PDA 12 ein Anteil von 43 % und in PDA 13 ein Anteil von 38 % an c-
Met-positiven Zellen festgestellt werden. Das Engraftment auf der Maus (von P0 zu P1) 
bewirkte dabei den stärksten Anstieg des KSZ-Markers. Im Gegensatz dazu wurde die 
Anreicherung im Verlauf der Subtransplantationen zu vergleichbaren Anteilen verstärkt. 
Zusammenfassend deuten die erhaltenden Daten darauf hin, dass die Tumortransplantationen 
eine Selektion von KSZ im Xenograftgewebe bewirken. 
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Abb. 16: Selektion von KSZ im primären Xenograftmodell des duktalen Adenokarzinoms des 
Pankreas 
 Von PDA 12 und PDA 13 wurden die Gewebe des Patiententumors (P0) und der Xenografts  
(P1 – P7) auf den der KSZ Marker c-Met analysiert. Gezeigt sind repräsentative Bilder der 
Immunhistochemischen Färbung (braun = c-Met). 
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PDA 13 
Passage 
Nr. 
Zellen 
c-Met positiv 
Zellen 
c-Met 
negativ 
Zellen 
gesamt 
 
% c-Met 
positiv 
 
P0 134 611 745 18 
P1 298 683 981 31 
P2 385 684 1069 36 
P3 376 751 1127 34 
P4 374 551 925 40 
P5 424 551 975 43 
P6 379 453 832 47 
P7 302 531 833 36 
 
Tab. 3: Quantitative Auswertung des KSZ-Markers c-Met im primären Xenograftmodell des 
Pankreas 
Aus den Bildern der immunhistochemischen Färbung (Abb. 21) wurde der Anteil an c-Met-positiven und 
negativen Zellen ausgezählt. In der Tabelle sind die gezählten Zellfraktionen und der gesamte Anteil an 
c-Met-positiven Zellen jeder Passage aufgelistet.  
 
4.2.4 Einfluss auf die Latenz- und Tumorverdopplungszeiten der Xenografts 
Das Wachstum der Xenografts wurde wöchentlich kontrolliert und der Beginn eines sichtbaren 
Tumorwachstums als Latenzzeit definiert. Die Betrachtung der Latenzzeiten zeigte bis zur 
Passage 3 eine stetige Abnahme (Ausnahmen in PDA 6 und PDA 16). Die durchschnittliche 
Latenzzeit betrug 51,4 Tage in P 1, 28,6 Tage in P 2 und 26,3 Tage in P3 (Tab. 4). Parallel zu 
den Latenzzeiten reduzierten sich in den Xenografts die  
PDA 12 
Passage 
Nr. 
Zellen 
c-Met positiv 
Zellen 
c-Met 
negativ 
Zellen 
gesamt 
 
% c-Met 
positiv 
 
P0 46 975 1021 4 
P1 189 720 909 21 
P2 352 1024 1376 26 
P3 390 975 1365 28 
P4 39 614 886 31 
P5 416 734 1273 32 
P6 455 1348 2159 38 
P7 910 2696 4318 43 
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Tumorverdopplungszeiten mit ansteigenden Passagen, jedoch zeigten sich auch hier für PDA 
6, 15, 16 abweichende Ergebnisse. Die literarisierten Darstellungen der Wachstumskurven 
visualisieren den Rückgang der Latenzzeiten und der Tumorverdopplungszeiten mit 
ansteigender Passage (Abb. 17). Zusammenfassend lassen die Daten der Wachstumsanalyse 
vermuten, dass mit ansteigenden Xenograftpassagen die Zellen in den Tumoren früher und 
schneller zu proliferieren beginnen. 
 
 
 
Tumorverdopplungszeiten der Xenografts 
NR.  P1  P2  P3 
1 18 12 10 
5 12 3 3 
6 9 5 11 
10 16 10 7 
12 12 11 8 
13 12 3 2 
15 7 7 11 
16 7 9 20 
Mittelwert 10,3 6,7 8 
 
Tab. 4: Vermehrtes Subpassagieren senkt die Latenzzeiten und die Tumorverdopplungszeiten  
Dargestellt sind die Latenzzeiten und die Tumorverdopplungs-zeiten der einzelnen angewachsenen 
Passage 1 – 3 und ihre Mittelwerte. 
 
  
Latenzzeiten der Xenografts 
NR.  P1  P2  P3 
1 82 59 9 
5 29 16 11 
6 42 35 55 
10 63 46 21 
12 44 9 6 
13 39 16 11 
15 50 13 4 
16 62 35 93 
Mittelwert 51,4 28,6 26,3 
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 Abb. 17: Vermehrtes Subpassagieren senkt die Latenzzeiten und die Tumorverdopplungszeiten 
von PDA 12 und PDA 13 
Im Verlauf der Tumortransplantationen wurde das Volumen der Xenografts wöchentlich bestimmt. In 
der Grafik ist die exponentielle Wachstumsphase der Passagen 1 – 3 in linerarisierter Form dargestellt. 
Aus den Werten wurden die Latenzzeiten und die Tumorverdopplungszeiten der Passagen 1 – 3 
ermittelt. Sie sind über den Grafiken in Form einer Tabelle sichtbar. 
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4.3 Untersuchung von Krebsstammzelleigenschaften unter dem Einfluss 
von mesenchymalen Stammzellen  
4.3.1 Bestätigung der Pluripotenz von mesenchymalen Stammzellen 
Aus dem Knochenmark gesunder Spender wurden MSZ über einen Ficoll-Dichtegradient und 
Plastikadhärenz isoliert. Nach dem Anwachsen der MSZ wurde die fibroblastäre Morphologie 
der MSZ mikroskopisch überprüft. Um die Pluripotenz der MSZ zu bestätigen, wurden nach 
der Expansion die MSZ zu Adipozyten und Osteoblasten differenziert (Abb. 18). Die 
Kultivierung der MSZ im AdipoDiff Medium führte zur Ausbildung von Fett-Tröpfchen auf den 
Zellen, die mit der „Oil Red O“ Färbung sichtbar gemacht wurde. Analog führte die Kultivierung 
im OsteoDiff Medium zur Ausbildung von Osteoblasten, die auf den Bildern als braun 
angefärbte Zellen erkennbar sind.  
 
Abb. 18 Isolierte 
MSZ besitzen einen 
pluripotenten 
Charakter  
Isolierte MSZ wurden 
in der dritten Passage 
auf ihre Pluripotenz 
überprüft, indem das 
Medium mit AdipoDiff 
oder OsteoDiff 
Medium 
ausgetauscht wurde. 
Gebildete 
Osteoblasten wurden 
nach 10 Tagen und 
Adipozyten nach 21 
Tagen angefärbt. Die 
Bilder zeigen 
repräsentative 
Aufnahmen der 
Färbung von im 
Normalmedium (KO) 
und im Differenzierungsmedium (Diff) kultivierten Zellen. Mit den Pfeilen sind zu Adipozyten oder zu 
Osteoblasten differenzierte Zellen gekennzeichnet.  
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4.3.2 Indirekter Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die 
Wachstumsgeschwindigkeit, die Viabilität und die Apoptose-Resistenz pankreatischer 
Tumorzelllinien in vitro 
Um den Einfluss von MSZ im Tumor-Mikroumfeld zu untersuchen, wurden pankreatische 
Krebszelllinien in vitro im MSZ-vorkonditionierten Medium (KM) kultiviert. Zur Untersuchung 
wurden die pankreatische Tumorzelllinie MiaPaCa-2, mit einem hohen Anteil an KSZ, und die 
pankreatische Tumorzelllinie BxPC3, mit einem niedrigen Anteil an KSZ, ausgewählt. Um die 
Auswirkung auf die Wachstumseigenschaften zu untersuchen, wurden die Zellen in KM oder 
in Kontrollmedium (NM) ausgesät und das Zellwachstum über 96 Std. evaluiert (Abb. 19A). 
Die Ergebnisse zeigten, dass die Proliferationsrate von MiaPaCa-2-Zellen im KM verlangsamt, 
hingegen aber in BxPC3-Zellen gesteigert wurde. 
Um die Auswirkung des KM auf die Resistenz zu untersuchen, wurden MiaPaCa-2 und BxPC3 
erneut in KM oder NM ausgesät und anschließend mit GEM oder SF behandelt (Abb. 19B). 
Die Kultivierung im KM zeigte keine Auswirkung auf die Resistenz der MiaPaCa-2-Zellen 
gegenüber GEM, jedoch eine Resistenzsteigerung gegenüber einer SF-Behandlung. Im 
Gegensatz dazu wurde in der BxPC3-Zelllinie die Resistenz gegenüber GEM und SF unter 
dem Einfluss des KM verstärkt. 
Des Weiteren wurde der Einfluss auf die Apoptose-Induktion mit der Annexin-V-Färbung und 
der Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 19C). MiaPaCa-2-Zellen, die im KM kultiviert 
wurden, zeigten eine verstärkte Apoptoserate nach einer GEM- oder SF-Behandlung. In 
BxPC3-Zellen wurde dagegen der gegenteilige Effekt sichtbar. Die Kultivierung im KM 
unterstützte die Apoptose-Resistenz in BxPC3-Zellen auf eine GEM- oder SF-Behandlung. 
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Proliferation und die Resistenz 
von BxPC3 Zellen, aber nicht von MiaPaca-2 Zellen, indirekt durch MSZ verstärkt werden 
kann.  
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Abb. 19: Mesenchymale Stammzellen beeinflussen indirekt die Wachstumsgeschwindigkeit, die 
Viabilität und die Apoptose-Resistenz von pankreatischen Tumorzelllinien in vitro  
A) MiaPaCa-2- und BxPC3-Zellen im KM und NM ausgesät und das Wachstumsverhalten über 96 Std. 
mit der Trypanblau-Färbung und Neubauerkammer evaluiert. Im Diagramm ist die Zellzahl viabler Zellen 
dargestellt. B) MiaPaCa-2- und BxPC3-Zellen wurden in KM und NM ausgesät und mit GEM (10 – 100 
nM) oder SF (10 – 20 µM) behandelt. Nach 72 Std. wurde die Viabilität mit dem MTT-Test gemessen. 
C) MiaPaCa-2- und BxPC3-Zellen wurden in KM und NM ausgesät und mit GEM (50 nM) oder SF (10 
µM) behandelt. Nach 72 Std. wurde die Apoptose-Einleitung mit der Annexin-V-Färbung und der 
Durchflusszytometrie evaluier 
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4.3.4 Direkter Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die 
Wachstumseigenschaften primärer pankreatischer Tumorzellen 
Um den Einfluss von MSZ auf primäre pankreatische Tumorzellen in vivo zu untersuchen, 
wurden primäre pankreatische Xenografts mit humanen MSZ ko-transplantiert. 
 Zu diesem Zweck wurden primäre Tumorzellen auf einer Flankenseite der Maus plus MSZ 
und auf der gegenüberliegenden Flankenseite minus MSZ transplantiert. Das Tumorwachstum 
wurde im wöchentlichen Rhythmus kontrolliert. Die Messdaten zeigten keinen deutlichen 
Einfluss der Ko-Transplantationen auf die Latenzzeiten und auf die Tumorbildung (Tab. 5). Im 
Gegensatz dazu steigerten die Ko-Transplantationen die Wachstumsgeschwindigkeit der 
Xenografts. Tumore, die plus MSZ transplantiert wurden, hatten nach 3 – 4 Wochen ein 
größeres Tumorvolumen, als diejenigen, die minus MSZ transplantiert wurden (Abb. 20A). Aus 
den Tumorvolumen aller Xenografts plus und minus MSZ wurde der Mittelwert errechnet (Abb. 
20B). Dieser zeigt, dass Xenografts plus MSZ eine durchschnittliche Volumenerhöhung von > 
20 % besaßen. Die linearen Wachstumskurven verdeutlichen, dass MSZ die 
Wachstumsgeschwindigkeit der Xenografts förderten (Abb. 21A). Im Durchschnitt besaßen 
Xenografts plus MSZ eine steilere Wachstumsgerade und eine um 20 – 60 % verkürzte 
Tumorverdopplungszeit (Abb. 21B). Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Tumore 
plus MSZ zu allen Zeitpunkten ein höheres Tumorvolumen hatten als Xenografts minus MSZ. 
Aus diesem Grund kann aus der Wachstumsanalyse geschlossen werden, dass die Ko-
Transplantation mit MSZ die Wachstumsgeschwindigkeit der Xenografts erhöhte.  
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Tab. 5: Latenzzeiten und Tumorbildung im Ko-Transplantationsmodell 
Primäre pankreatische Tumorzellen wurden auf BALBc nu/nu Mäusen plus (+) / minus (-) MSZ 
transplantiert und das Tumorwachstum im wöchentlichen Rhythmus kontrolliert. Dargestellt ist die 
Tumorbildung der Xenograftpassage / Gesamtanzahl an Injektionen der Xenograftpassage in den 
ersten 6 Wochen nach der Injektion in die Maus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tumorlatenzzeiten der Xenografts +/- MSZ 
-MSZ 
PDA Nr. 1 Wo 2 Wo 3 Wo 4 Wo 5 Wo 6 Wo 
5 0/2 0/2 1/2 1/2 1/2 1/2 
10 0/2 0/2 1/2 2/2 2/2 2/2 
12 2/4 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4 
13 1/4 1/4 1/4 2/4 2/4 2/4 
16 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 2/4 
+ MSZ 
PDA Nr. 1 Wo 2 Wo 3 Wo 4 Wo 5 Wo 6 Wo 
5 0/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 
10 0/2 1/2 1/2 2/2 2/2 2/2 
12 1/4 2/4 3/4 4/4 4/4 4/4 
13 0/4 0/4 0/4 2/4 4/4 4/4 
16 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 2/4 
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Abb. 20 Erhöhtes Tumorendvolumen durch Ko-Transplantation mit MSZ 
 Primäre pankreatische Tumorzellen wurden auf BALBc nu/nu Mäusen plus (+) / minus (-) MSZ 
transplantiert. Nach der Entnahme der Xenografts wurde das Tumorendvolumen nach 4 - 6 Wochen 
bestimmt. Dargestellt ist die Gegenüberstellung des Tumorendvolumens A) der einzelnen Xenografts 
plus (+) / minus (-) MSZ und B) der Mittelwert aller Xenografts plus (+) / minus (-) MSZ.  
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Abb. 21: Verkürzte Tumorverdopplungszeit in Xenografts plus MSZ 
Primäre pankreatische Tumorzellen wurden + / - MSZ transplantiert und das Tumorwachstum in 
regelmäßigen Abständen bestimmt. A) In den Abbildungen sind das Wachstum der einzelnen 
Xenografts + / - MSZ in der exponentiellen Wachstumsphase, B) in der Tabelle die 
Tumorverdopplungszeiten der Xenografts plus (+) / minus (-) MSZ dargestellt. 
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4.3.5 Wanderungsverhalten von MSZ im Ko-Transplantationsmodell 
Um zu untersuchen, ob MSZ aus den Xenografts plus MSZ in die gegenüberliegenden 
Xenografts minus MSZ abwandern, wurde ein Kontrollexperiment mit eGFP-markierten MSZ 
durchgeführt. Für den Versuch wurden MSZ mit einem rekombinanten eGFP-Lentivirus (pll3.7) 
transduziert. Nach drei Tagen Puromycin-Selektion wurden 90 % der MSZ als eGFP-positiv 
bestätigt. Analog zu dem Schema der Ko-Transplantationen mit unmarkierten MSZ wurden 
primäre pankreatische Tumorzellen auf der einen Flankenseite plus markierte MSZ und auf 
der gegenüberliegenden Flankenseite minus MSZ subkutan in BALBc nu / nu Mäuse 
transplantiert. Zur Kontrolle wurden in 6 Mäusen auf beiden Flankenseiten ausschließlich 
primäre pankreatische Tumorzellen minus MSZ injiziert. Das Wachstum der Xenografts wurde 
in regelmäßigen Abständen überprüft. Die Kontrolltumore und die Tumore der Ko-
Transplantationen demonstrierten einen vergleichbaren Wachstumsverlauf (Abb. 22A). 
Seltsamerweise zeigte die Tumorpassage ein sehr langsames Wachstumsverhalten, so dass 
die Tumore erst nach 4 Wochen entnommen werden konnten. Um markierte MSZ im 
Tumorgewebe zu bestätigen, wurde das eGFP-Signal mit einer signalverstärkenden AEC-und 
DAB-Färbung unterstützt (Abb. 22B). Dennoch zeigten die Bilder in keiner Gruppe ein 
spezifisches eGFP-Signal.  
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Abb. 22: Analyse des Migrationspotentials von MSZ im Ko-Transplantationsmodell 
Humane MSZ wurden mit einem rekombinanten eGFP-Lentivirus (pll3.7) markiert. In dem Versuch 
wurden in 6 BALBc nu/nu Mäuse auf beiden Flankenseiten primäre Tumorzellen minus MSZ und in 10 
Mäuse auf der einer Flankenseite primäre Tumorzellen mit MSZ und auf der gegenüberliegenden Seite 
minus MSZ injiziert. A) Das Tumorwachstum wurde über 4 Wochen kontrolliert. B) Nach der Resektion 
wurden eGFP-positive Zellen mit der AEC- und DAB-Färbung evaluiert.  
 
 4.3.6 Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die Expression von Proliferations-
, Mesenchymalen- und Krebsstammzellmarker im primären Transplantationsmodell 
Um den Einfluss von MSZ im Tumormikroumfeld zu untersuchen, wurden die resezierten 
Xenografts (PDA 1, PDA 5, PDA 12, PDA 15) plus und minus MSZ auf die Expression von 
Markern der Proliferation (Ki67), der epithelial-mesenchymalen Transition (Vimentin, 
Fibronektin) und von KSZ (Sox2, CXCR4, p65, CD44, CD133) hin analysiert. In den 
Färbungen wurde sichtbar, dass die Ko-Transplantationen mit MSZ unterschiedliche 
Wirkungen auf die Expression von Fibronektin, Sox2, c-Met, CXCR4 und CD44, p65, CD133 
und β-Catenin hatten. In einigen Xenografts plus MSZ wurde eine schwach erhöhte 
Expression von p65, CD 133 und β-Catenin und außerdem eine deutliche Steigerung in der 
Expression von Ki67 und Vimentin erkannt. 
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Schlussfolgernd deuten die Färbungen der Xenografts darauf hin, dass die Ko-Transplantation 
mit MSZ die Proliferation und die Migration der Zellen fördert und in einigen Tumoren eine 
unterstützende Wirkung auf den KSZ-Charakter hat. 
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Abb. 23: Die Ko-Transplantation mit mesenchymalen Stammzellen erhöht die Expression von 
Proliferations-, Mesenchymalen- und Krebsstammzellmarkern in primären pankreatischen 
Tumorzellen  
Primäre Tumorzellen wurden plus (+) / minus (-) MSZ in BALBc nu / nu Mäuse transplantiert. Nach der 
Resektion wurden die Xenografts in der Immunfluoreszenz auf Marker der Proliferation (Ki67), der 
epithelial-mesenchymalen Transition (Vimentin, Fibronektin) und KSZ (Sox2, c-Met, β-Catenin, p65, 
CXCR4, CD44, CD133) in Einzel- und Doppelfärbungen untersucht. In den Einzelfärbungen wurden die 
Zellkerne mit DAPI angefärbt. 
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5. Diskussion 
5.1 Eine Kombinationstherapie aus Sulforaphan und TRAIL eliminiert 
Krebsstammzellen im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom 
Der Apoptose-Ligand TRAIL ist ein neues Krebsmedikament, dass gezielt Tumorzellen 
angreift, ohne gutartige Zellen zu schädigen [84]. Aktuelle Studien deuten jedoch darauf hin, 
dass 20 % der Tumorzellen resistent auf TRAIL reagieren. Dies führt zu einer Minderung des 
Therapie-Erfolges. Zudem gibt es Vermutungen, dass KSZ die Ursache dieses Problem sein 
könnten, da sie in der heutigen Wissenschaft als Ursache und als treibende Kraft des 
Tumorwachstums angesehen werden [63]. Zur Heilung des Patienten sollten KSZ vollständig 
eliminiert werden [21]. In der vorliegenden Studie wurde der Erfolg einer kombinierten 
Behandlung mit SF und TRAIL im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom untersucht. 
Sulforaphan zeigte bereits zuvor in verschiedenen Studien KSZ-sensibilisierende 
Eigenschaften [85]. Nach der Behandlung mit SF oder TRAIL, alleine oder in Kombination, 
wurden die KSZ-Charakteristika in den verbliebenen Zellen analysiert. Die Ergebnisse zeigten, 
dass nach einer TRAIL-Behandlung verstärkt KSZ-Eigenschaften in den Zellen auftraten. 
Dabei wurde unter anderen eine erhöhte NF-B- und ALDH1-Aktivität und ein verstärktes 
Selbsterneuerungs- und klonogenes Teilungspotential gemessen. Diese Ergebnisse 
unterstützen eine Glioblastoma-Studie, in der KSZ als TRAIL-resistente Zellen identifiziert 
wurden [86]. In der erwähnten wissenschaftlichen Arbeit wurde die Resistenz durch eine 
unzureichende Expression der TRAIL-Rezeptoren, DR4 und DR5, und einer Inhibierung der 
CD95 / Fas Domäne begründet. Eine Re-Sensibilisierung der KSZ wurde der Studie zufolge 
mit einer zusätzlichen Cisplatin-Behandlung erreicht. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass 
auch für das hormon-unabhängige Prostatakarzinom der Verlust der DR4- und DR5-
Expression mit einer TRAIL-Resistenz verbunden ist [58]. Die Autoren erkannten zudem, dass 
durch eine SF-Behandlung eine Re-Expression der TRAIL-Rezeptoren und damit verbunden 
eine Sensibilisierung auf TRAIL erreicht werden konnte.  
In der hier vorliegenden Studie konnte, unterstützend zu vorangegangenen Studien, 
beobachtet werden, dass durch eine TRAIL-Behandlung die Expression von NF-B in den 
Zellen erhöht wurde [87]. Da eine hohe NF-B-Aktivität als KSZ-Eigenschaft gilt, weisen diese 
Ergebnisse auf eine Anreichung von KSZ nach einer TRAIL-Behandlung hin. Eine 
problematische Auswirkung des induzierten NF-B-Signals ist die Aktivierung des Caspase-
8-Inhibitors FLIP, die eine Blockade der apoptotischen Kaskade und Resistenz gegenüber 
TRAIL zur Folge hat. Somit hemmt TRAIL mit der NF-B-Induktion die eigene Wirksamkeit in 
den Zellen. Eine Lösung dieses Problems wurde in Brustkrebszellen mit der Ausschaltung von 
FLIP erreicht. Dies führte in Kombination mit einer TRAIL-Behandlung zu einer Re-
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Sensibilisierung und Eliminierung der KSZ-Population [38]. Als Fazit scheint eine Blockierung 
der NF-B-Aktivität unumgänglich, um eine effektive TRAIL-Therapie zu erreichen. 
Sulforaphan und verschiedene andere Phytochemikalien können auf natürlichem Weg den 
NF-B-Signalweg inhibieren. Studien zeigten, dass eine Ko-Behandlung mit diesen 
natürlichen NF-B-Inhibitoren und TRAIL einen starken Einfluss auf den Therapieerfolg hatte 
[88-90]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ergänzend nachgewiesen werden, dass im 
hormon-unabhängigen Prostatakarzinom dieser Effekt durch eine Elimination von KSZ erreicht 
wurde. Diese Schlussfolgerung wurde unter anderem gezogen, weil die 
Kombinationsbehandlung mit SF und TRAIL im Kolonie- und Sphäroidbildungstest 
synergistische Erfolge erzielte. Eine Begründung für den Verlust der 
Selbsterneuerungsfähigkeit könnte einer Studie zufolge in einer SF-gesteuerte Blockierung 
des Sonic-Hedgehog-Signalweges liegen [91]. Auch in DU145- und in PC3-Zellen wurden mit 
der Kombinationsbehandlung regulatorische Proteine dieses Signalweges, Nanog und Sox2, 
parallel mit der Selbsterneuerungsfähigkeit effektiv inhibiert (im Druck, Publikation, siehe 
Anhang Figure 1B). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die Kombinationstherapie die 
Expression der KSZ-Marker CXCR4, Jagged 1 und Notch1 herunter reguliert (im Druck, 
Publikation, siehe Anhang: Figure 1B). Unterstützend dazu reduzierte die 
Kombinationsbehandlung die Expression von KSZ-relevanten Proteinen im pluripotenten 
Stammzellen-Array und der ALDH1-Analyse. Ein weiteres Indiz, dass KSZ mit der 
Kombinationsbehandlung angegriffen wurden, demonstrierte das Transplantationsexperiment 
auf der CAM von befruchteten Hühnereiern. Dabei zeigten mit SF- und TRAIL-behandelte 
Zellen einen beinahe vollständigen Verlust ihres tumorigenen Potentials. Darüber hinaus 
erzielte die Kombinationsbehandlung auch in bereits ausgebildeten Tumoren einen stärkeren 
therapeutischen Erfolg als die Einzelbehandlungen (im Druck, Publikation, siehe Anhang: 
Figure 4A). Darüber hinaus konnte in den Leberfärbungen und auf das Wachstum der 
Embryonen kein zytotoxischer Effekt der Behandlung erkannt werden (im Druck, Publikation, 
siehe Anhang: Figure 4B und Figure 4C). Die hohe Toleranz der beiden Agenzien im 
Organismus unterstreicht die Verträglichkeit der Therapie und zeigt, dass gezielt maligne 
Zellen angegriffen werden. Auch zeigte sich in den gewachsenen Xenografts eine Elimination 
von KSZ-Markern (im Druck, Publikation, siehe Anhang Figure 4D und 4E). Vergleichbare 
Ergebnisse konnten zudem mit etablierten primären KSZ des Prostatakarzinoms in vitro 
bestätigt werden (im Druck, Publikation, siehe Anhang Figure 5). Dabei erreichte die 
Kombinationsbehandlung in beiden Experimenten eine Verstärkung der Caspase-3-Aktivität, 
eine Reduktion des Proliferationsmarkers Ki67 und der KSZ-Marker CD133, CXCR4, c-Met, 
Nanog, EpCAM, CD44 und ALDH1. Unterstützend dazu konnte mit der 
Kombinationsbehandlung in vitro eine komplette Elimination von sphäroidisch-angereicherten 
KSZ im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom erreicht werden.  
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In den letzten Jahren zeigten verschiedene Studien, dass die Inhibierung der 
unterschiedlichsten Proteine notwendig für eine Behandlung von KSZ ist [39, 92]. Denkbar ist 
aber, dass nicht nur ein Protein, sondern eine Reihe von Veränderungen zur Therapie-
Empfänglichkeit von KSZ beitragen. Aus diesem Grund sollte die Wirkung eines 
Sensibilisierungsstoffes wie SF möglichst weitflächig aufgeklärt werden. Leider wurde der 
Einfluss des Mikroumfeldes in diesem Projekt nicht betrachtet. Da dieses jedoch maßgeblich 
auf die Effizienz einer Behandlung einwirken kann, sollten weitere Forschungen die Wirkung 
der Kombinationstherapie unter dem Einfluss der KSZ-Nische untersuchen. Ein weiterer 
bedeutender Einflussfaktor auf die Wirksamkeit der Therapie im Patienten ist der effiziente 
Transport von TRAIL und SF in den Tumor hinein. Auf diesem Gebiet ist SF unproblematisch, 
da es nach der Einnahme schnell absorbiert und im ganzen Körper verteilt wird [93]. Im 
Gegensatz dazu besitzt TRAIL eine pharmakologische Instabilität und problematische 
Verteilungskinetik. Deshalb sollte TRAIL möglichst gezielt verabreicht werden. Einen 
Lösungsansatz dafür bieten TRAIL-exprimierende onkolytische Adenoviren [53]. In der hier 
vorliegenden Studie wurden erste Versuchsansätze mit einer Kombinationsbehandlung aus 
SF und einem TRAIL-exprimierenden onkolytischen Adenovirus getätigt. Auf Grund der 
starken lytischen Aktivität des Virus und seiner alleinigen Wirkung auf KSZ konnte jedoch 
keine Therapieverbesserung durch SF erkannt werden.  
Dass SF auch im Menschen eine Wirkung zeigt und die Progression des Prostatakarzinoms 
verhindern kann, demonstrierte eine kanadische epidemiologische Studie. In ihr wurden 1138 
Männer mit der Krankheit untersucht. Diejenigen, die mit ihrer Ernährung einen hohen Anteil 
an kreuzblütrigen Gemüsesorten konsumierten, hatten eine stark verringerte 
Metastasenbildung [94]. Eine weitere Studie beobachtete darüber hinaus, dass ein SF-reiche 
Ernährung auch in 59 % der Prostataerkrankungen eine Progression verhindern konnte [95]. 
Schlussfolgernd könnte in hormon-unabhängigen Prostatakarzinomen die 
Kombinationsbehandlung mit SF und TRAIL den Therapie-Erfolg steigern und die gezielte 
Eliminierung von KSZ eine Heilung der Krankheit bewirken.  
 
5.2 Einfluss auf Krebsstammzelleigenschaften im primären 
Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms 
5.2.1 Einfluss auf Krebsstammzelleigenschaften im primären Xenograftmodell des 
Pankreaskarzinoms 
Konventionelle Xenograftmodelle bestehen aus langzeitkultivierten, oftmals mutierten 
Zelllinien und reflektieren nur noch in geringen Maßen die ursprüngliche Situation der 
Tumorzellen im Patienten. Zur Gewinnung klinisch-relevanter Forschungsergebnisse und zur 
Entwicklung von KSZ-Therapien sind neue realitätsnahe Xenograftmodelle notwendig. Um ein 
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primäres Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms zu erstellen, wurde in dieser Studie frisch 
entnommenes Gewebe von 18 PDA auf immundefiziente BALBc nu / nu Mäuse transplantiert. 
Im Verlauf der Xenograftbildung wurden die Wachstumseigenschaften und die KSZ-
Charakteristika beobachtet, sowie die Morphologien der Xenografts mit den Originaltumoren 
verglichen. Es zeigte sich, dass die Xenografts die ursprünglichen Morphologien der 
Originaltumore wiedergespiegelten, wie es schon zuvor für Pankreaskarzinome publiziert 
wurde [57]. Darüber hinaus konnte die hier vorliegende Studie ergänzend zeigen, dass mit 
steigender Passage sich KSZ in den Xenografts anreicherten. Insgesamt konnte bei den 
Transplantationen auf den Mäusen eine Tumorbildungsrate von 50 % erreicht werden, wobei 
aus den Patientendaten kein Zusammenhang zwischen den Geschlechtern oder der 
Tumorklassifizierung und dem Engraftment erkennbar wurde. Übereinstimmend mit einer 
ähnlich aufgebauten Pankreaskarzinom-Studie wurde in den höheren Passagen ein 
aggressiveres Wachstumsverhalten der Xenografts beobachtet. [54]. In der hier vorliegenden 
Arbeit erreichte die Mehrheit der Xenografts ab der dritten Passage eine maximale 
Wachstumsgeschwindigkeit und eine minimale Latenzzeit. Seltsamerweise zeigten einige 
Tumore in einzelnen Passagen ein verlangsamtes Wachstum, was eventuell in der Selektion 
von einer langsam wachsenden Zellpopulation in den Xenografts liegen könnte. Dieser Idee 
wurde jedoch nicht weiter nachgegangen. 
In einer Brustkrebsstudie mit primären Xenografts wurde beobachtet, dass Patienten mit 
engrafteten Tumoren eine schlechtere Prognose hatten, als Patienten, deren Tumore keine 
Xenografts ausbildeten [56]. Dieser Zusammenhang lässt sich aus der aktuellen Wissenschaft 
erklären. Hier dienen Transplantationsexperimente auf der Maus zur Identifikation von KSZ. 
Schlussfolgernd kann angenommen werden, dass nur KSZ-beinhaltende Tumorgewebe auf 
der Maus anwachsen können. Darüber hinaus werden in verschiedenen Krebserkrankungen 
KSZ im Tumorgewebe mit einer schlechten Heilungschance des Patienten verbunden [96]. 
Werden beide Annahmen zusammengefügt, so kann vermutet werden, dass auch ein auf der 
Maus gewachsenes primäres Xenograft mit einer schlechten Prognose verknüpft ist. In den 
vorliegenden Untersuchungen konnte sowohl in den Originaltumoren als auch in den 
angewachsenen Xenografts die Anwesenheit von KSZ nachgewiesen werden. Dabei wurde 
der für Pankreaskarzinome anerkannte KSZ-Marker c-Met analysiert [97]. In den Xenografts 
wurde im Verlauf der Passagierung eine Selektion des tumor-initiierenden Zelltyps festgestellt. 
Diese Anreicherung könnte möglicherweise das aggressivere Wachstumsverhalten mit 
verkürzten Latenz- und Tumorverdopplungszeiten in steigenden Passagen begründen. In den 
Trichrom-Färbungen zeigte sich ein weiterer positiver Erfolg des Tumormodells. Sie 
demonstrierten, dass das Stroma im Verlauf der Transplantationen stabil erhalten blieb. Da 
das Stroma in der KSZ-Biologie eine entscheidende Rolle spielt, könnte das primäre 
Xenograftmodells in der Entwicklung von neuartigen KSZ-Therapien, unter Berücksichtigung 
des Mikroumfeldes, von potentiellen Nutzen sein.  
Diskussion 
  80 
Außerdem könnten in dem primären Xenograftmodell des PDA individuelle Patiententherapien 
entwickelt werden. Eine Personalisierung der Medizin könnte entscheidend die 
Heilungschancen von Patienten verbessern. Der Grund dafür ist, dass Tumorzellen (darunter 
auch KSZ) verschiedener Patienten unterschiedliche genetische Profile besitzen. Somit 
bewirken dieselben Therapien unterschiedliche Erfolge in den Patienten [98]. Die Studien 
zeigten, dass das genetische Profil von konventionellen und direkt aus dem Patienten 
stammenden Tumorzellen stark variierte. Dabei wurde von den Autoren bemängelt, dass 
daraus folgend die Ergebnisse aus den herkömmlichen in vitro Studien nur unzureichend in 
die Klinik übertragbar sind. Andere aktuelle Forschungen konnten dagegen nachweisen, dass 
aus Patienten generierte primäre Xenografts das individuelle genetische Profil des 
Originaltumors stabil wiedergeben konnten [99]. Dies befürwortet, dass das primäre 
Xenograftmodell zukünftig zur Testung von personalisierten (KSZ-)Therapien geeignet ist. Ein 
Nachteil des Modelles ist jedoch die Zeitspanne, die für das Engraftment auf der Maus und 
zur Expansion benötigt wird. Vor allem bei einer aggressiven Krebsart wie dem PDA ist ein 
schnelles Handeln von medizinischer Seite aus notwendig. Dennoch könnte das 
Xenograftmodell verwendet werden, um eine bereits im Patienten angewendete Therapie zu 
bestätigen oder um auftretende Metastasen zu behandeln. Des Weiteren könnten unter der 
Verwendung der Xenografts Therapien gegen spezielle genetische Profile etabliert werden. 
Diese könnten dann nach der Etablierung direkt bei Patienten mit einem vergleichbaren Profil 
angewendet werden. Zusammenfassend kann angenommen werden, dass sich die 
Tumorzellen im primären Xenograftmodell und im Originaltumor in einer vergleichbaren 
Situation befinden. Aus diesem Grund scheint das primäre Xenograftmodell eine 
Verbesserung zu den konventionellen Tiermodellen darzustellen und könnte zur 
Personalisierung der Medizin und in der KSZ-Forschung dienen.  
5.2.2 Einfluss Mesenchymaler Stammzellen auf Krebsstammzellen im primären 
Xenograftmodell des Pankreaskarzinoms 
Im Gegensatz zu anderen Tumorentitäten besitzt das Pankreaskarzinom eine sehr starke 
stromale Reaktion. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass MSZ aus dem 
Knochenmark in das Tumormikroumfeld einwandern und dort zusammen mit anderen 
Tumorzellen das Stroma ausbilden. Aktuelle Forschungen gehen davon aus, dass das Stroma 
eine KSZ-Nische darstellt, die für die Initiation, Progression und Metastasierung verschiedener 
Krebsarten verantwortlich gemacht wird [13]. In der hier vorliegenden Studie wurde der 
Einfluss von MSZ auf die KSZ-Selektion und -Resistenz im Tumormikroumfeld untersucht. Zu 
diesem Zweck wurden Ko-Transplantationen von primären Tumorzellen und humanen MSZ in 
immundefizienten Mäusen durchgeführt. Des Weiteren wurde in vitro das Verhalten von 
etablierten pankreatischen Tumorzelllinien unter dem Einfluss von MSZ-vorkonditioniertem 
Medium analysiert. Basierend auf dem Wissen, dass 20 % der Tumor-assoziierten 
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Fibroblasten von MSZ aus dem Knochenmark gebildet werden, wurden für die Ko-
Transplantationen frisch isolierte MSZ in einem Volumenverhältnis von 1 : 5 mit den 
Tumorzellen injiziert [100]. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Tumore plus MSZ bei der 
Resektion ein größeres Tumorendvolumen hatten. Als Ursache dafür wurde eine verringerte 
Tumorverdopplungszeit festgestellt. Die entnommenen Xenografts plus MSZ zeigten darüber 
hinaus eine erhöhte Expression des Proliferationsmarkers Ki67. Einen ähnlichen Effekt auf die 
Proliferation konnte auch in vitro in der Krebszelllinie BxPC3 im MSZ-konditionierten Medium 
beobachtet werden. Zudem zeigten BxPC3-Zellen im konditionierten Medium eine erhöhte 
Resistenz gegenüber GEM und SF. Eine mögliche Erklärung dafür könnte in einer 
Anreicherung von KSZ liegen. Diese Schlussfolgerung würde dann auch die 
entgegengesetzten Ergebnisse für die MiaPaCa2 erklären. Da diese einen hohen Grund-Anteil 
von KSZ enthält, kann es nur noch in einem geringen Umfang zu einer Anreicherung kommen. 
Zudem lassen die Experimente vermuten, dass nicht der direkte Kontakt mit MSZ, sondern 
Einflüsse aus dem Mikroumfeld auf die Tumorzellen einwirken. Dass MSZ 
wachstumsfördernde Wirkungen auf Xenografts haben, wurde schon zuvor in Brust-, 
Pankreas- und Prostatakrebs festgestellt [101]. In den Untersuchungen wurde die verringerte 
Latenzzeit, das erhöhte Tumorvolumen und die verstärkte Metastasierung der Tumore wurde 
mit der Ausschüttung von MSZ-Faktoren in Verbindung gebracht. Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass ins Tumorgewebe eingewanderte MSZ in Tumor-assoziierte Fibroblasten 
differenzierten und in dieser Form essentiell an der Tumorprogression und der Metastasierung 
beteiligt sind [102]. Um zu überprüfen, ob die ko-transplantierten MSZ in den 
gegenüberliegenden Kontrolltumor minus MSZ abwandern können, wurde ein 
Kontrollexperiment mit  
eGFP-markierten MSZ durchgeführt. Nach der Resektion konnte jedoch kein eindeutiges 
eGFP-Signal in den Tumorschnitten festgestellt werden. Da 90 % der MSZ vor der 
Transplantation in die Mäuse als eGFP-positiv detektiert wurden, wurde als Ursache für das 
fehlende Signal eine zu lange Wachstumsphase auf den Mäusen (4 Wochen) vermutet. Die 
Expression des Markers Vimentin wurde in den Xenografts plus und minus MSZ untersucht 
und unterstützend zu Studien in Leber-, Magen- und Darmkrebs zeigten die Xenografts plus 
MSZ eine verstärkte Expression des epithelial-mesenchymale Transition-Markers [102, 103]. 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass MSZ eine epithelial-mesenchymale Transition und 
damit die Metastasierung der Tumorzellen fördern. Als mechanistischen Hintergrund 
erkannten die Autoren der Magen- und Darmkrebsstudie, dass von den MSZ ausgesondertes 
und an die MSZ-Zelloberfläche gebundenes TGF- β als Transition-Auslöser auf die 
Tumorzellen wirkte. In Hinsicht auf die KSZ-Marker-Expression wurde in der hier vorliegenden 
Arbeit in den Xenografts plus MSZ eine leicht gesteigerte Expression von CD133 und p65 
festgestellt. Die Expression der Marker Sox2, c-Met, Fibronektin, CXCR4 und CD44 zeigte 
keine einheitliche Veränderung. Schlussfolgernd konnte leider keine eindeutige Aussage über 
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die Auswirkung von MSZ auf den KSZ-Charakter getroffen werden. Jedoch deuten die Daten 
darauf hin, dass MSZ in einigen Xenografts fördernd auf den KSZ-Charakter wirkten [15]. In 
der Publikation von Kabashima- Niibe et al. wurde nachgewiesen, dass MSZ maßgeblich an 
der Stroma-Bildung beteiligt sind und nach einer Differenzierung zu Myofibroblasten-artigen 
Zellen den tumor-initiierenden Stammzellcharakter, die epithelial-mesenchymale Transition 
und die Resistenz in den Zellen regulierten.  
 
5.3 Schlussfolgerung 
In der hier vorliegenden Arbeit wurden Einflüsse auf KSZ-Charakteristika im Prostatakarzinom 
und im Pankreaskarzinom untersucht. KSZ werden als die Ursache und treibende Kraft im 
Tumorwachstum angesehen. Aus diesem Grund sollte die Entfernung dieses Zelltyps das Ziel 
einer medizinischen Krebsbehandlung darstellen. In dieser Studie wurde zum ersten Mal 
gezeigt, dass KSZ im hormon-unabhängigen Prostatakarzinom effektiv mit einer 
Kombinationstherapie aus SF und TRAIL eliminiert werden konnten. Dies lässt vermuten, dass 
eine Ernährung mit hohem SF-Anteil oder die Applikation von SF-reichen Zusatzpräparaten 
vielleicht die Heilungschance von Patienten mit einem Prostatakarzinom verbessern könnte. 
Zusätzlich wurde in dieser Studie die Beeinflussung von KSZ-Charakteristika im primären 
Xenograftmodell des PDA untersucht. Dabei wurde spezieller der Einfluss von MSZ im 
Tumormikroumfeld betrachtet. Die Daten zeigten, dass mit der Transplantation auf Mäusen 
KSZ im Tumorgewebe selektioniert wurden. Trotz der Anreicherung blieb das Tumorstroma in 
den Transplantationen erhalten. Damit könnte das Modell eine geeignete Plattform zur 
Untersuchung von KSZ unter Betrachtung des Mikroumfeldes darstellen. Außerdem zeigten 
die Ergebnisse, dass eine KSZ-Selektion durch eine Ko-Transplantation mit MSZ nochmals 
verstärkt wurde. Da die MSZ-KSZ-Interaktion eine bedeutende Rolle in der Tumorprogression 
spielt, könnte sie zukünftig potentiell als Angriffsziel in der KSZ-Therapie dienen. 
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